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Meinen Eltern
»These creatures you call mice, you see, they are not quite as they appear.
They are merely the protrusion into our dimension of vast hyperintelligent
pandimensional beings. The whole business with the cheese and the squeaking
is just a front.«
The old man paused, and with a sympathetic frown continued.
»They’ve been experimenting on you I’m afraid.«
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1 Einleitung
1.1 Der Neocortex der Säugetiere
Das Gehirn der Säugetiere ist Hauptintegrationsort komplexer Information und zentrale
Steuerstelle des Organismus. Der Großhirnrinde kommt hierbei besondere Bedeutung zu:
als phylogenetisch jüngster Teil enthält sie die am weitesten entwickelten Strukturen des
zentralen Nervensystems und erlangt hierdurch die größte Bedeutung für dessen höhere
Funktionen. Beim Menschen bildet der Neocortex mit rund 90 Prozent den Großteil
der Oberfläche des Gehirns. Nach vor allem funktionellen, aber auch histologischen
und neurochemischen Gesichtspunkten wird er in Areale gegliedert, die untereinander
verschaltet sind und mit vor- und nachgelagerten subcorticalen Gebieten in Verbindung
stehen. So existieren spezialisierte Zentren für die Steuerung der Motorik oder die
Verarbeitung somatosensorischer Information. Durch ihre Interaktion entstehen komplexe
neuronale Netzwerke, die in ihrer Funktionsweise erst zum Teil verstanden sind, in ihrem
Zusammenwirken aber die Leistungsfähigkeit hochentwickelter Organismen ermöglichen.
Zur Verwirklichung dieses Netzwerkes benötigt der Neocortex spezialisierte Zellen. Hier
können grundsätzlich zwei Typen unterschieden werden: Neurone und Gliazellen. Beide
sind in unterschiedlicher Dichte und Ausprägung über die sechs Schichten, in die sich
der Isocortex histologisch gliedert, verteilt. Der adulte menschliche Neocortex verfügt
über 50 bis 65 Milliarden Zellen, davon etwa 20 bis 30 Milliarden Neurone (Pelvig et al.,
2008). Die Gliazellen (Astrozyten und Oligodendrozyten) wurden in der Vergangenheit
als Hilfszellen der Neurone aufgefasst. Heute ist bekannt, dass Neurone und Gliazellen
zwei komplementäre Systeme bilden, von denen jedes für die Funktion des zentralen
Nervensystems von entscheidender Bedeutung ist. Gliazellen bilden ein Stützgerüst, tragen
zur elektrischen Isolation bei und sind wesentlich an Stoff- und Flüssigkeitstransport sowie
der Aufrechterhaltung der Homöostase des Gehirns beteiligt. In jüngerer Zeit mehren
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sich die Beweise, dass sie auch an der Modulation neuronaler Kommunikation beteiligt
sind (Haydon und Carmignoto, 2006; Fields, 2008; Tasker et al., 2012). Auch
ist belegt, dass Neurone und Gliazellen aus gemeinsamen multipotenten Stammzellen
hervorgehen (Mayer-Proschel et al., 1997; Götz et al., 1998; Malatesta et al., 2000;
He et al., 2001). Das eigentliche Korrelat der Informationsverarbeitung im Neocortex
stellen jedoch die Neurone dar. Ihr maßgebliches Merkmal ist die elektrische Erregbarkeit,
die Voraussetzung für Integration und Signalübertragung im zentralen Nervensystem
ist.
Bis heute ist eine Vielzahl verschiedener Typen von Neuronen im Neocortex beschrieben
worden. Die Leistungsfähigkeit der Großhirnrinde beruht aber nicht ausschließlich auf
der Vielfalt dieser Zellen, sondern vor allem auf der Komplexität ihrer Verschaltung:
jedes Neuron kann mit einer Vielzahl anderer in Verbindung stehen und in multiple
Schaltkreise variabler Größe eingebunden sein (DeFelipe et al., 2003). Neurone sind in
der Großhirnrinde in vertikalen Säulen und Mikrosäulen organisiert, die dort funktionellen
Einheiten bilden (Mountcastle, 1997; Jones, 2000; Buxhoeveden und Casanova,
2002). Schon rein anatomisch weist dieses Netzwerk eine erhebliche Komplexität auf: so
findet sich in der Maus eine geschätzte Gesamtaxonlänge von ca. 3000 Metern pro mm3,
die Dichte der Neurone beträgt ca. 9×104 pro mm3, die der Synapsen ca. 7×108 pro mm3
(Schüz und Palm, 1989). Vom funktionellen Standpunkt aus können im Neocortex
im Wesentlichen zwei Arten von Nervenzellen unterschieden werden: exzitatorische,
glutamaterge Pyramidenzellen und inhibitorische, GABAerge Interneurone.
1.1.1 Pyramidenzellen
Pyramidenzellen sind die Prinzipalzellen des Neocortex. Mit 70 bis 85 Prozent der Neurone
repräsentieren sie dort den häufigsten Nervenzelltyp, der im sechsschichtigen Isocortex in
den Schichten II bis VI mit Ausnahme der Schicht IV zu finden ist. Sie kommen ausschließ-
lich im Neo- und Paläocortex vor und zeichnen sich durch ihre besondere Morphologie
aus. Sie verfügen klassischerweise über ein pyramidenförmiges Zellsoma, an dessen Spitze
(apikal) ein kräftiger Dendrit entspringt, der sich in Richtung Pia mater fortsetzt und in
der Schicht I aufzweigt. An der Zellbasis verzweigt sich ein großes Dendritensystem nach
lateral und nach unten. Dort entspringt auch das lange Axon, das bis in subcorticale oder
andere corticale Gebiete führt (DeFelipe und Fariñas, 1992). Von dieser traditionellen
Vorstellung der Pyramidenzelle existieren zahlreiche Varianten, die sich hinsichtlich Art
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Abbildung 1.1 Schematische Darstellung einer klassischen Pyramidenzelle
der Schicht III. »pm«: Pia mater, »db«: Dendritenbaum, »ad«: apikaler
Dendrit, »sd«: schräger Dendrit, »df«: dornfortsatzfrei, »zs«: Zellsoma, »ias«:
initiales Axonsegment, »db«: basale Dendriten, »nk«: Nebenkollaterale, »ms«:
Myelinscheide, »hk«: Hauptkollaterale, »ak«: aszendierende Kollaterale, »dk«:
deszendierende Kollaterale. Gezeichnet nach DeFelipe und Fariñas (1992).
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und Anzahl ihrer Dendritenbäume, Aufzweigungen, Form der Zellkörper oder axonalen
Charakteristika unterscheiden. Obwohl Pyramidenzellen zunächst als homogenere Gruppe
erschienen als die Interneurone, ist heute erwiesen, dass es sich um eine durchaus heterogene
Zellpopulation handelt. Es werden daher zunehmend Bemühungen unternommen, auch
Pyramidenzellen nach morphologischen, elektrophysiologischen und molekulargenetischen
Charakteristika zu klassifizieren (Kawaguchi, 1993a; Molnár und Cheung, 2006;
Slomianka et al., 2011). Auch scheinen funktionell verschiedene Anforderungen bestimm-
ter Hirnareale zu unterschiedlicher Ausprägung von Pyramidenzellen in den einzelnen
neocorticalen Regionen zu führen. So verfügen Pyramidenzellen im präfrontalen Cortex
über 23-mal mehr Dornfortsätze als Pyramidenzellen im primär visuellen Cortex (Elston,
2003). Auch zwischen den Spezies unterscheiden sich Pyramidenzellen zum Teil erheblich
(Elston et al., 2001, 2011).
Pyramidenzellen sind die Projektionsneurone des Neocortex. Dies bedeutet, dass nur über
ihre Axone Information den Neocortex verlassen kann. Interaktion findet sowohl zwischen
den Pyramidenzellen selbst als auch mit anderen Neuronen statt (Bannister, 2005).
Eingänge anderer Neurone setzen in verschiedenen Bereichen der Pyramidenzelle an: es
sind Synapsen am initialen Axonsegment, am Dendritenschaft, an den Dornfortsätzen der
Dendriten und axosomatische Synapsen bekannt (DeFelipe und Fariñas, 1992). Dabei
sind neben Glutamat und GABA eine Vielzahl von Neurotransmittern an unterschiedlichen
Synapsentypen beteiligt, beispielsweise sind auch nikotinische Acetylcholinrezeptoren an
Pyramidenzellen der Schicht V nachgewiesen worden (Zolles et al., 2009). Exzitatorische
Eingänge erreichen die Pyramidenzelle über die Dornforsätze ihrer Dendriten, deren
Entwicklung einer komplexen Regulation unterliegt (McFarlane, 2001). Die genaue
Bedeutung dieser Dornfortsätze selbst ist noch unklar (Spruston, 2008; Yuste, 2011).
Der Informationsfluss über synaptische Eingänge an den Dendriten ist dabei nicht statisch,
sondern kann, beispielsweise über spannungsabhängige Ionenkanäle, dynamisch moduliert
werden (Remy et al., 2010).
Pyramidenzellen können andere Neurone über asymmetrische glutamaterge Synapsen
aktivieren und lösen so Effekte lokal oder in der Peripherie aus (DeFelipe et al., 2003). Sie
sind über lokale, stereotyp organisierte Mikroschaltkreise untereinander oder mit Interneu-
ronen verbunden (Thomson und Deuchars, 1997; Silberberg et al., 2002). Der Aufbau
und die Regulation dieser Mikroschaltkreise im Einzelnen sind komplex (Mittmann
et al., 2004; Berger et al., 2009; Silberberg und Markram, 2007; Silberberg, 2008;
Buchanan und Sjöström, 2009). Zwischen Pyramidenzellnetzwerken einzelner Schichten
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der Großhirnrinde existieren hochspezifische, interlaminare Verbindungen (Thomson und
Morris, 2003; Callaway, 2003; Watts und Thomson, 2005). Eine Pyramidenzelle
kann mit mehr als 1000 weiteren exzitatorischen Zellen und mit bis zu 75 Interneuronen
in Verbindung stehen (Peters, 2003). Die Charakterisierung einzelner Verschaltungen
hat bisher jedoch nur zu einem unzureichenden Verständnis des Gesamtsystems geführt.
Komplexere Signalverarbeitung und Netzwerkphänomene, aber auch höhere Konzepte
wie »Bewusstsein« sind allenfalls auf psychologischer Ebene untersucht, ihre Physiologie
ist bis heute weitgehend unverstanden (Douglas und Martin, 2007). Ein elementarer
Gesichtspunkt neocorticaler Steuerung allerdings ist gut erforscht: die Hauptregulation
der Pyramidenzellen erfolgt durch inhibitorische Interneurone (Thomson et al., 1996).
1.1.2 Interneurone
Hemmende Interneurone kommen in allen Schichten (I bis VI) der Großhirnrinde vor und
wirken über GABAerge, symmetrische Synapsen inhibitorisch auf Pyramidenzellen oder
andere Interneurone. Sie sind inhomogen zwischen den Schichten des Neocortex verteilt.
Klassischerweise wird von einer Häufung in der Schicht IV ausgegangen (DeFelipe
und Fariñas, 1992), neuere Untersuchungen weisen aber auch auf eine hohe Dichte in
den Schichten II und Va hin (Meyer et al., 2011). Im Vergleich zu Pyramidenzellen
sind Interneurone kleine Zellen, die in lokale Schaltkreise eingebunden sind und nicht in
entfernte corticale oder subcorticale Regionen projizieren (Moore et al., 2010), was auch
in einer wesentlich kürzeren Axonlänge zum Ausdruck kommt (DeFelipe und Fariñas,
1992). Sie entstehen klonal in der ganglionären Eminenz im sich entwickelnden zentralen
Telenzephalon und migrieren tangential in den Cortex (Druga, 2009; Brown et al.,
2011). Der genaue Ursprungsort und Zeitpunkt ihrer Entstehung entscheidet über ihren
späteren Subtyp in der Großhirnrinde (Butt et al., 2005). Dabei wandern GABAerge
Interneurone in der Entwicklungsphase schneller als andere Neuronengruppen (de Lima
et al., 2008). GABAerge Synapsen haben entscheidenden Anteil an der Ausreifung des
zentralen Nervensystems und werden vermutlich noch vor glutamatergen Synapsen gebildet
(Ben-Ari et al., 2004).
Obwohl Interneurone nur etwa 15 bis 20 Prozent der Nervenzellen des Neocortex ausmachen
(Tamamaki et al., 2003), sind sie morphologisch und physiologisch außerordentlich
heterogen. Dies hat dazu geführt, dass diesbezüglich bis heute keine einheitlich akzeptierte
Klassifikation existiert (DeFelipe, 2002). Interneurone unterscheiden sich sowohl von
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Pyramidenzellen als auch untereinander zum Teil erheblich, was zu Einteilungen nach
elektrophysiologischen, morphologischen und neurochemischen Kriterien geführt hat (Con-
nors und Gutnick, 1990; Kawaguchi, 1993a; Halabisky et al., 2006; Kawaguchi,
1993b; Kawaguchi und Kubota, 1997; Ma et al., 2006; Rudy et al., 2011). Daneben
bestehen zwischen Interneuronen aber auch Gemeinsamkeiten, die diese Zellpopulation
wesentlich von derjenigen der Pyramidenzellen abheben. Interneurone verfügen – mit
Ausnahme spezieller Subtypen wie beispielsweise der Martinotti-Zellen – über keine oder
nur sehr wenige Dornfortsätze an ihren Dendriten. Ferner haben Interneurone über ihre
Axone keine Verbindung zu subcorticalen Gebieten oder entfernten Hirnregionen, sondern
bleiben in ihrer Verschaltung auf den Neocortex beschränkt (Markram et al., 2004). Auch
molekularbiologisch weisen Interneurone Gemeinsamkeiten auf: nahezu alle neocorticalen
Zellen, die die calciumbindenden Proteine Calbindin-D28K (CB), Parvalbumin (PV)
und Calretinin (CR) exprimieren, werden den Interneuronen zugeordnet (DeFelipe,
1997). Der inhibitorische Neurotransmitter GABA ist mit bestimmten Neuropeptiden
(DeFelipe et al., 2003) und der neuronalen Stickoxyd-Synthase (nNOS) kolokalisiert
(Druga, 2009). Außerdem wird versucht, die molekulare Diversität der Interneurone
anhand von Genexpressionsmustern (Blatow et al., 2005) und der ihrer Entwicklung
zu Grunde liegenden Transkriptionsfaktoren zu erfassen (Anastasiades und Butt,
2011).
Morphologisch werden GABAerge Interneurone nach ihrer axonalen und dendritischen
Architektur in sieben Untergruppen eingeteilt. Sie werden als Korbzellen, Chandelierzellen,
Martinottizellen, bipolare Zellen, neurogliaforme Zellen, »bitufted cells« und »double-
bouquet cells« bezeichnet (Markram et al., 2004). Die Namen der beiden letztgenannten
beziehen sich auf die besondere Form der Dendritenbäume (tuft: Büschel). Korbzellen
stellen mit etwa 50 Prozent die größte Gruppe, die sich wiederum in drei Subgruppen
gliedert (Wang et al., 2002). Die synaptischen Verbindungen zu Pyramidenzellen variieren
mit dem Zelltyp: Zielkompartiment der Korbzellen sind Soma und proximale Dendriten,
Zielkompartiment der Chandelierzellen ist das Axon der Pyramidenzellen. Martinottizellen
neurogliaforme Zellen und »double-bouquet cells« innervieren distale Dendriten von
Pyramidenzellen und regulieren so die vertikale Integration des synaptischen Eingangs
entlang des Dendritenbaumes (Druga, 2009).
Hauptaufgabe der Interneurone ist die Inhibition von Pyramidenzellen. Nur spezielle
Subpopulationen weisen exzitatorische Synapsen auf (»spiny stellate cells«, SCC). Die
Inhibition erfolgt über GABAerge Synapsen, die eine hohe Diversität aufweisen (Gupta,
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2000). Diese synaptische Hemmung ist Regulativ und Modulation neocorticaler Erregung.
So editieren Interneurone die Aktionspotentialmuster der Prinzipalzellen und sind auch für
deren synchronisierte Aktivität von Bedeutung (Mann et al., 2005). Verbindungen zwi-
schen Interneuronen und Pyramidenzellen werden einerseits als dichtes und unspezifisches
Netz kanonischer Mikroschaltkreise (Packer und Yuste, 2011; Fino und Yuste, 2011),
andererseits als hochspezifisch in Bezug auf Zelltyp und Eigenschaften der synaptischen
Potentiale beschrieben (Beierlein et al., 2003;Wozny undWilliams, 2011). Dabei sind
Interneurone möglicherweise auch direkt an der Signalverarbeitung beteiligt und können
Bestandteil von Netzwerken der Form »Pyramidenzelle - Interneuron - Pyramidenzelle«
sein (Holmgren et al., 2003). Bestimmten Untergruppen werden spezifische Funktionen
zugeschrieben. So sollen Martinottizellen eine Rolle bei der Regulation der Geschwindigkeit
corticaler Signalverarbeitung spielen (Krishnamurthy et al., 2012). Derartig modulie-
rende Aufgaben übernehmen Interneurone überwiegend in lokal begrenzten Netzwerken.
Für einige Interneurone wurden allerdings auch lange, GABAerge, cortico-corticale
Verbindungen beschrieben (Tomioka et al., 2005). Entscheidend für ihre Funktion
ist aber weniger die exakte Anatomie ihrer Verschaltung, als vielmehr die Dynamik der
Erregung, die über diese Schaltkreise läuft (Haider und McCormick, 2009). Reguliert
werden Interneurone nicht nur durch extrinsische, sondern auch durch intrinsische Faktoren
(Bacci et al., 2005). Beides ist notwendig, da neocorticale Exzitation und Inhibition in
einem komplexen Gleichgewicht stehen: ein zu hohes Maß an Inhibition beeinträchtigt
die Signalübertragung, ein zu geringes Maß an Inhibition führt zu überschießender,
»epileptiformer« Aktivität (Pfeiffer et al., 1996; Siegle und Moore, 2011).
1.2 Synapsen im Neocortex
Im zentralen Nervensystem von Säugetieren finden Signalübertragung und -modulation an
Kontaktstellen zwischen Nervenzellen statt, die als Synapsen bezeichnet werden. Hierbei
sind zwei grundsätzlich verschiedene Mechanismen zu unterschieden: chemische und
elektrische Synapsen.
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1.2.1 Chemische Synapsen
Der Großteil der Informationsübertragung zwischen Neuronen erfolgt über chemische
Synapsen. Hierbei besteht kein direkter Zellkontakt; vielmehr werden Aktionspotentiale
ausgelöst, indem chemische Signale über den synaptischen Spalt zwischen Zellmembranen
übertragen werden. Als Signalüberträger (»Neurotransmitter«) sind eine Reihe von
Substanzen, wie beispielsweise der klassische Neurotransmitter Acetylcholin (ACh),
identifiziert worden, der im Organismus von Säugetieren alleine diesem Zweck dient. Der
wichtigste exzitatorische Neurotransmitter des Gehirns ist Glutamat, der vorherrschende in-
hibitorische Neurotransmitter des zentralen Nervensystems γ-Aminobuttersäure (GABA).
Darüber hinaus können viele weitere chemische Verbindungen als Überträgersubstanzen
fungieren (Schuldiner et al., 1995). Kommunikation über chemische Synapsen findet nach
folgendem Prinzip statt: Neurotransmitter werden in präsynaptischen Nervenendigungen
synthetisiert und dort in sekretorischen Vesikeln gespeichert. Ihre Freisetzung erfolgt
Aktionspotential- und Calcium-abhängig. An der postsynaptischen Membran binden
die Neurotransmitter an spezifische Rezeptoren, über die sie ihre exzitatorische oder
inhibitorische Wirkung entfalten. Für jede Substanz bestehen dabei eigene Inaktivierungs-
mechanismen (Schuldiner et al., 1995; De Camilli und Takei, 1996). Insgesamt findet
über chemische Synapsen eine indirekte Informationsübertragung statt, der aufgrund ihres
Mechanismus eine gewisse Latenz (ca. 0.8 bis 1.0ms) inhärent ist (Fukuda, 2007).
1.2.2 Elektrische Synapsen – Gap Junctions
Gap Junctions sind spezialisierte Kontakte zwischen eukaryoten Zellen. Der Begriff
»Gap Junction« wird in der Regel synonym mit »elektrischer Synapse« verwendet.
Als kanalbildende Strukturen zwischen angrenzenden Plasmamembranen erlauben sie
sowohl eine direkte elektrische als auch metabolische Kommunikation. Der Spalt (gap)
zwischen beiden Membranen beträgt ca. 2 bis 3 nm (Connors und Long, 2004).
Molekültransport durch passive Diffusion ist bis zu einem Molekulargewicht von 1000
Dalton möglich, was anorganische Ionen (Na+, K+, Ca+2 , etc.) genauso einschließt
wie zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) oder Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3)
(Bennett und Zukin, 2004). Für hydrophile Moleküle von geringem Durchmesser
(< 1.5 nm) sind sie relativ unselektiv permeabel (Kumar und Gilula, 1996). Gap
Junctions sind aus Protein-Untereinheiten aufgebaut, die in Vertebraten als Connexine,
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Abbildung 1.2 Molekulare Organisation und schematische Topologie einer Gap
Junction Plaque. »M1-M4«: Transmembrandomänen, »E1-E2«: extrazelluläre Schlei-
fen, »zs«: zytoplasmatische Schleife, »N/C«: terminale Domänen. Grafik modifiziert
nach M. Ruiz sowie Söhl et al. (2005).
in Invertebraten als Innexine bezeichnet werden (Evans und Martin, 2002). Jeder
Kanal besteht aus zwei Halbkanälen (hemichannels), die gegenüberliegend in je eine
Plasmamembran integriert und aus sechs Connexin-Untereinheiten aufgebaut sind. Die
Connexine selbst bestehen aus vier membranübergreifenden Domänen, zwei extrazellulären
Schleifen und drei zytoplasmatischen Komponenten, nämlich einer Schleife sowie einer
amino- und einer carboxyterminalen Region. Es sind homotypische von heterotypischen
Gap Junctions zu unterscheiden: homotypische beinhalten zwei identische, heterotypische
zwei verschiedene Arten von Halbkanälen. Analog hierzu bestehen homomere Halbkanäle
aus einer, heteromere aus mehreren verschiedenen Connexin-Isoformen (Söhl et al., 2005).
Gap Junctions treten nicht isoliert, sondern in »Plaques« auf, die tausende Einzelkanäle
enthalten können (Kumar und Gilula, 1996).
Obwohl die Informationsübertragung über Gap Junctions einfacher ist als über chemische
Synapsen (Söhl et al., 2005), ist ihre Regulation komplex. So kann ihr Öffnungszustand
spannungsabhängig reguliert werden (Bennett, 1997); es existieren symmetrische Gap
Junctions mit gleichem Kopplungskoeffizienten und asymmetrische mit ungleichem
Kopplungskoeffizienten (Rela und Szczupak, 2004). Die Kopplung über elektrische
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Synapsen ist, je nach Zelltyp, unterschiedlich stark vom pH-Wert abhängig, der in
Astrozyten einen größeren Einfluss besitzt als in Neuronen (Connors et al., 1984). Auch
über Glutamatrezeptoren kann eine Regulation erfolgen (Landisman und Connors,
2005). Im Zentralnervensystem von Säugetieren findet man zudem »gemischte Synapsen«,
d. h. Kolokalisationen von chemischen Synapsen und Gap Junctions, die beide Formen
der Signalübertragung über einen einzigen Zellkontakt ermöglichen und in denen die
Interaktion der Bestandteile den Grad der elektrischen Kopplung bestimmen kann (Smith
und Pereda, 2003). Man darf sich Gap Junctions dementsprechend nicht als statische
Gebilde denken, vielmehr handelt es sich um Strukturen, die durch posttranslationale
Modifikationen (z. B. Phosphorylierung) (Evans und Martin, 2002) oder Umbau ihrer
Connexin-Untereinheiten dynamisch reguliert werden können (Flores et al., 2012). Wie
chemische Synapsen verfügen also auch Gap Junctions über Eigenschaften synaptischer
Plastizität (Pereda et al., 2013).
1.2.2.1 Neuronale Connexine
Die Existenz von Gap Junctions im Neocortex von Säugetieren ist bereits von Sloper
(1972) elektronenmikroskopisch dokumentiert worden. Ihre molekulare Struktur und ihre
regionalen Expressionsmuster wurden allerdings erst in jüngerer Zeit klarer. Im Genom
der Maus sind bisher 20 Gene identifiziert worden, die für Connexine kodieren. Ihre
Nomenklatur bezeichnet einzelne Isoformen durch die Buchstaben »Cx«, gefolgt von
ihrem geschätzten Molekulargewicht in Kilodalton (kD) (Söhl et al., 2005). Neben
den Connexin-Genen sind in Vertebraten drei weitere Gene (PANX1, PANX2, PANX3)
bekannt, deren Produkte als Pannexine bezeichnet werden. Ihre Sequenz weist eine
signifikante Homologie zu den Innexinen der Invertebraten auf. Sie sind ebenfalls in der
Lage, Kanäle in Zellmembranen zu bilden und werden im Gehirn exprimiert (Baranova
et al., 2004; Ray et al., 2005); ob sie hier allerdings an Gap Junctions im Sinne
interzellulärer Verbindungen beteiligt sind, ist auch in der jüngsten Literatur umstritten
(Abascal und Zardoya, 2013; Sosinsky et al., 2011; MacVicar und Thompson,
2010; Panchin, 2005; Bruzzone et al., 2003). Im Gehirn der Säugetiere übernehmen
Gap Junctions in der Entwicklungsphase und im adulten Organismus wichtige Aufgaben,
unterscheiden sich dabei aber in ihrem Connexin-Aufbau und ihrer Funktion erheblich
nach Alter, Hirnregion und Zelltyp.
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Connexine während der Entwicklung des Gehirns Während der Entwicklung und
Differenzierung exprimieren die meisten Zellen des zentralen Nervensystems Gap Junctions
(Söhl et al., 2005). Nahezu alle Typen von Neuronen und Gliazellen sind in dieser Phase
untereinander und zelltypübergreifend durch Gap Junctions gekoppelt (Bittman et al.,
1997; Kandler, 1997; Kandler und Katz, 1998; Peinado, 2001; Bittman et al., 2002).
Dies betrifft Neuroblasten der ventrikulären Zone, migrierende Zellen und radiäre Glia,
Astrozyten, Oligodendrozyten sowie Pyramidenzellen und inhibitorische Interneurone,
die in elektrisch gekoppelten Verbänden gruppiert sind. Die extensive Kopplung von
Pyramidenzellen beschränkt sich hierbei in Nagetieren auf die ersten beiden postnatalen
Wochen (Sutor und Hagerty, 2005). Sie kann durch verschiedene Mechanismen
(Aktivierung der Proteinkinase A, endogenes Dopamin, Azidifizierung) beeinflusst werden
(Rörig et al., 1995, 1996). Insgesamt ist für eine Vielzahl von Connexinen eine Expression
während der Entwicklung des zentralen Nervensystems in vivo, in vitro oder in Zellkultur
gezeigt worden. Die größte Bedeutung scheint hierbei den Connexinen Cx26, Cx32, Cx36,
Cx43 und Cx45 zuzukommen (Bittman et al., 2002; Montoro und Yuste, 2004). Für
Cx40 existieren Hinweise auf eine geringfügige Expression; seine genaue Bedeutung bleibt
unklar (Cina et al., 2007). Die Expressionsmuster werden in ihrer zeitlichen Abfolge fein
reguliert (Vandecasteele et al., 2006). So steigt beispielsweise die Expression von Cx36
bis P141 kontinuierlich an und fällt bis P28 rapide ab (Song et al., 2012).
Die Funktion von Gap Junctions während dieser Periode ist nicht vollständig geklärt.
Sie sind offenbar an der Kontrolle der Neurogenese und der Formierung von Mikro-
schaltkreisen beteiligt (Montoro und Yuste, 2004). Besonders für die Zellmigration
ist eine entscheidende Funktion belegt (Bruzzone und Dermietzel, 2006). So wird
die Wanderung junger Neurone an ihren endgültigen Bestimmungsort im Cortex durch
Cx26 und Cx43 reguliert (Fushiki et al., 2003; Liu et al., 2012). Wird deren Expression
in der Entwicklungsphase heruntergefahren, führt dies zu einer Beeinträchtigung der
Zellmigration (Elias et al., 2007). Eine Deletion der C-terminalen Domäne von Cx43
verändert die Wanderung von Neuronen in den Neocortex (Cina et al., 2009). Die
Bedeutung von Cx26 wird auch dadurch deutlich, dass seine Deletion in bestimmten
Mutanten bereits während der Embryonalphase letal ist. Im Widerspruch dazu steht
eine Arbeit, die in einer Reporterallelanalyse eine Expression von Cx26 lediglich in den
Meningen, nicht aber in Neuronen oder Gliazellen fand, und zwar weder im adulten, noch
im embryonalen Organismus (Filippov et al., 2003). Auch für die Formierung neuronaler
Schaltkreise sind Gap Junctions essentiell (Roerig und Feller, 2000; Yu et al., 2012).
1Tage P postnatal





Cx30.2 Inhibitorische Interneurone Hippocampus, Neocortex
Cx30.3 Olfaktorische Progenitorzellen Vomeronasalorgan, Cochlea
Cx31.1 Dopaminerge Neurone Substantia nigra (Pars com-
pacta)
Cx32 Oligodendrozyten ubiquitär








Tabelle 1.1 Bekannte Connexine im adulten Gehirn
Sie stehen hierbei mit chemischen Synapsen in Wechselwirkung: diese regulieren einerseits
die Entstehung elektrischer Synapsen (Park et al., 2011), andererseits sind auch Gap
Junctions für die Bildung chemischer Synapsen notwendig (Todd et al., 2010). Das
Expressionsmuster von Cx36 hat Einfluss auf die Differenzierung von Astrozyten und
Neuronen (Hartfield et al., 2011). Neueste Erkenntinsse zeigen außerdem, dass Gap
Junctions an NMDA-abhängigen Mechanismen beteiligt sind, die den Tod oder das
Überleben einzelner Neurone in dieser Phase steuern (de Rivero Vaccari et al., 2007;
Belousov, 2011). Sie scheinen auch am sekundären Tod von Neuronen nach traumatischen
Läsionen beteiligt zu sein (Wang et al., 2010; Belousov et al., 2012; Wang et al.,
2012).
Connexine im adulten Gehirn Als Nachweisverfahren für Connexine sind eine Reihe
von Methoden etabliert, darunter immunhistochemische Verfahren, in-situ-Hybridisierung,
Einzelzell-Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) oder die gezielte
Deletion der entsprechenden Gene. Angaben über das Vorkommen einzelner Connexine
können sich also je nach Publikation auf die Expression von mRNA, das Protein selbst
oder ein Reportergen beziehen (Hormuzdi et al., 2004). Für folgende Connexine ist bis
heute eine Expression im adulten Gehirn von Nagetieren gezeigt worden: Cx26, Cx29,
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Cx30, Cx30.2, Cx30.3, Cx31.1, Cx32, Cx36, Cx43, Cx45, Cx47 und Cx57. Außerdem
sind möglicherweise die Pannexine Panx1 und Panx2 an der Bildung von Gap Junctions
zwischen Pyramidenzellen, Interneuronen und Astrozyten beteiligt (Bruzzone et al., 2003;
Söhl et al., 2005; Thompson undMacvicar, 2008). Als adulte neuronale Connexine sind
Cx30.2, Cx36, Cx45 und Cx57 bekannt (Söhl et al., 2005; Rackauskas et al., 2010;Dere
und Zlomuzica, 2012). Anfängliche immunohistochemische Hinweise, dass auch Cx26,
Cx32 und Cx43 in Neuronen exprimiert werden, haben sich in in Reportergenanalysen
nicht bestätigt (Filippov et al., 2003; Theis et al., 2003; Söhl et al., 2004, 2005).
Allerdings führt die Defizienz von Cx32 im Neocortex zu Myelinisierungsdefekten und
Hyperexzitabilität (Sutor et al., 2000).
Das bei weitem bedeutendste neuronale Connexin ist Cx36. Es wird im Gehirn ubiquitär
exprimiert (Condorelli et al., 1998; Teubner et al., 2000; Rash et al., 2000; Belluar-
do et al., 2000;Meier et al., 2002;Willecke et al., 2002; Söhl et al., 2004). Insbesondere
ist es in PV- und SOM-Interneuronen nachweisbar. Cx36-Knockout-Mäuse verfügen über
nahezu keine elektrischen Synapsen zwischen Interneuronen (Deans et al., 2001). Die
Funktionseigenschaften und die Regulation von Cx36 werden seit längerem untersucht
(Srinivas et al., 1999). In jüngster Zeit konnte gezeigt werden, dass eine Interaktion
zwischen Cx36 und bestimmten Effektor- und Strukturproteinen (AF6 und MUPP1)
besteht (Li et al., 2012) und eine Phosphorylierung durch die Calcium/Calmodulin-
abhängige Proteinkinase (CaMKII) zur funktionellen Plastizität der Kanäle beiträgt
(Alev et al., 2008; Del Corsso et al., 2012).
Welche Funktion Cx45 in adulten Gehirn genau einnimmt, ist unklar. Fest steht, dass es
sowohl während der Entwicklungsphase als auch im adulten Gehirn in Neuronen exprimiert
wird (Condorelli et al., 2003; Söhl et al., 2004). Der Schwerpunkt liegt allerdings in
der Phase der Entwicklung (Maxeiner et al., 2003). Nach deren Abschluss scheint Cx45
hauptsächlich im Thalamus, in NeuN2-positiven Zellen der CA3-Region des Hippocampus,
im perirhinalen Cortex, im olivo-cerebellären System (Stern- und Korbzellen), sowie in
Interneuronen im Hinterhorn des Rückenmarks und in der Retina exprimiert zu werden,
aber auch vereinzelt in Pyramidenzellen des Neocortex (Krüger et al., 2000; Maxeiner
et al., 2003; Bennett und Zukin, 2004; Van Der Giessen et al., 2006; Thompson
und Macvicar, 2008; Zlomuzica et al., 2010; Chapman et al., 2012).
2Ein nukleäres Antigen, das als neuronaler Biomarker eingesetzt wird.
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Cx30.2 ist ein neuronales Connexin, das in inhibitorischen Interneuronen des Hippocampus
exprimiert wird und auch in anderen corticalen Regionen von Bedeutung sein könnte. In
Knockout-Mäusen wird das deletierte Cx30.2 offenbar durch andere Connexine kompen-
siert, wobei insbesondere Cx36 eine tragende Rolle zugeschrieben wird (Kreuzberg et al.,
2008). Von Cx31.1 ist bekannt, dass es an höheren Funktionen des Gehirns beteiligt ist
und die Spiegel der Acetylcholinesterase (AChE) und des Transkriptionsfaktors CREB-1
(cAMP response element binding protein) im Striatum und piriformen Cortex moduliert
(Dere et al., 2008). In der Ratte ist mRNA von Cx31.1 in GABAergen Neuronen des
Striatum und dopaminergen Neuronen der Substancia niga, pars compacta nachgewiesen
worden (Venance et al., 2004; Vandecasteele et al., 2006). Es könnte daher auch noch
in weiteren Teilen des Gehirns von Bedeutung sein (Dere und Zlomuzica, 2012). Bei
Cx57 handelt es sich um ein ebenfalls neuronales Connexin. Seine Expression scheint aber
den Horizontalzellen der Retina vorbehalten zu sein (Hombach et al., 2004; Shelley
et al., 2006). Spezifische Expressionsorte sind auch für Cx30.3 identifiziert worden, das
in Progenitorzellen des olfaktorischen Epithels, im Vomeronasalorgan und der Cochlea
vorkommt (Zheng-Fischhöfer et al., 2007; Wang et al., 2010). In Gliazellen haben je
nach Zelltyp andere Connexine eine Bedeutung: Astrozyten exprimieren Cx26, Cx30 und
Cx43, Oligodendrozyten Cx29, Cx32 und Cx47 (Yamamoto et al., 1992; Nagy et al.,
2001; Evans und Martin, 2002; Connors und Long, 2004; Kamasawa et al., 2005;
Orthmann-Murphy et al., 2008; Nagy et al., 2011). Im Mausmodell führt die Deletion
von Cx32 in Oligodendrozyten und Cx43 in Astrozyten zu Vakuolenbildung in der weißen
Substanz, Astrozytenuntergang und ist innerhalb weniger Wochen letal (Magnotti et al.,
2011), was die funktionelle Bedeutung dieser Proteine unterstreicht.
1.2.2.2 Gap Junction vermittelte Kopplung im Neocortex
Die Expression von Connexinen während und nach Abschluss der Entwicklung des Gehirns
legt nahe, dass dort sowohl Neurone als auch Gliazellen über Gap Junctions gekoppelt
sind. Diese Kopplung hat in der Entwicklungsphase ihren Höhepunkt und nimmt in
der Adoleszenz ab (Montoro und Yuste, 2004). Im adulten Gehirn sind elektrische
Synapsen vor allem in GABAergen Interneuronen von Bedeutung (Fukuda und Kosaka,
2000; Galarreta und Hestrin, 2001a). Die Kopplung unterscheidet sich in Ausmaß und
Funktion nach Interneuron-Subtyp und Hirnregion (Meyer et al., 2002). Gap Junctions
wurden zuerst innerhalb der Gruppen der FS- und LTS-Interneurone nachgewiesen, eine
Kopplung zwischen unterschiedlichen Subtypen kommt vor, ist aber selten (Galarreta
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und Hestrin, 1999; Gibson et al., 1999, 2005; Hestrin und Galarreta, 2005). So
können auch PV-Interneurone mit PV-negativen Interneuronen gekoppelt sein (Fukuda
und Kosaka, 2003). Später wurden Gap Junctions auch innerhalb anderer Klassen
GABAerger Interneurone, beispielsweise cannabinoidrezeptor-positiver IR-Interneurone,
nachgewiesen (Galarreta et al., 2004). Das Ausmaß der Kopplung ist signifikant:
Galarreta und Hestrin (2002) gehen davon aus, dass PV-positive FS-Interneurone im
Neocortex der Maus zu 61 Prozent über elektrische Synapsen gekoppelt sind, die Kopplung
über chemische Synapsen in der selben Zellgruppe beträgt 71 Prozent. Eine aktuelle Arbeit
vonMa et al. (2011) deutet darauf hin, dass vermutlich alle Subpopulationen neocorticaler
Interneurone über Gap Junctions verfügen. Eine Expression von Cx36 konnte hier für alle
Neurone gezeigt werden, die für folgende Marker positiv sind: 1. Parvalbumin (PV) (80
Prozent), 2. Somatostatin (SOM) (52 Prozent), 3. entweder Calretinin (CR), vasoaktives
intestinales Polypeptid (VIP) und Cholezystokinin (CCK) oder Cholinacetyltransferase
(ChAT) (37 Prozent). In den am stärksten gekoppelten PV-Interneuronen ist diese
Kopplung dendro-dendritisch (Fukuda und Kosaka, 2003). Es sind allerdings auch
Zelltypen bekannt, für die zumindest in einigen Schichten oder Regionen keine Kopplung
vorliegt, wie für die RS-Interneurone der Schicht IV (Hormuzdi et al., 2004). Wie stark
ihre Kopplung in anderen Schichten ausgeprägt ist, ist unklar (Szabadics et al., 2001).
Funktionell sind Gap Junctions an der Netzwerkaktivität des Neocortex beteiligt. Sie
haben für die Induktion von Synchronisation und Rhythmisierung in großen Neuronen-
gruppen Bedeutung und beeinflussen deren oszillatorische Aktivität auf unterschiedlichen
Frequenzbändern (Deans et al., 2001; Galarreta und Hestrin, 2001b; Hormuzdi
et al., 2004; Gibson et al., 2005). Diese besondere Bedeutung für die Vermittlung
synchronisierter neocorticaler Aktivität erklärt sich aus der Tatsache, dass Signalüber-
tragung über elektrische Synapsen im Vergleich zu chemischen Synapsen nahezu ohne
Zeitverzögerung stattfindet (Fukuda, 2007). Zwar kann solche Aktivität auch über
chemische Synapsen vermittelt werden, jedoch wird deren Präzision und Ausmaß durch
das Fehlen elektrischer Synapsen beeinträchtigt (Hormuzdi et al., 2004). Die Ausdehnung
der Gap Junction Kopplung eines Interneurons wird auf bis zu 200µm geschätzt, weshalb
vermutet wird, dass jedes Interneuron mit etwa 50 benachbarten Interneuronen über
elektrische Synapsen in Verbindung steht (Amitai et al., 2002; Connors und Long,
2004). Synchronisiertes Entladungsverhalten kann aber auch zwischen größeren Gruppen
räumlich weit verteilter Interneurone (> 200 µm) ausgelöst werden (Beierlein et al.,
2000; Fukuda, 2007). Diverse Kopplungsszenarien sind in computergestützten Modellen
simuliert worden (Di Garbo et al., 2002; Pfeuty et al., 2003; Mancilla et al., 2007;
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Di Garbo, 2008; Calì et al., 2008; Lau et al., 2010). Auch die gezielte Deletion von
Connexingenen im Mausmodell hat ihre Beteiligung an Mikroschaltkreisen gezeigt (Deans
et al., 2001; Galarreta und Hestrin, 2001b). Der Knockout von Cx36 bringt zwischen
Interneuronen desselben Typs pharmakologisch induzierte über- und unterschwellige
Oszillationen zum Erliegen. Insbesondere wurde dies in FS- und LTS-Interneuronen der
Schicht IV beobachtet (Gibson et al., 2005; Hormuzdi et al., 2004). In den Schichten II
und III wird für die Erzeugung rhythmischer θ-Aktivität in multipolaren Zellen sowohl
GABAerge Neurotransmission als auch Cx36-vermittelte Gap Junction Kopplung benötigt
(Blatow et al., 2003). In den Schichten II und III führt der Verlust von Cx36 nicht zu
einer Beeinträchtigung rhythmischer Entladungen in FS-Interneuronen. FS-Interneurone
sind dort über eine andere Connexin-Isoform gekoppelt, bei der es sich möglicherweise
um Cx45 oder ein Pannexin handelt (Hormuzdi et al., 2004; Söhl et al., 2005).
Im adulten Cortex konnten elektrische Synapsen zwischen Pyramidenzellen lange Zeit
nicht nachgewiesen werden (Galarreta und Hestrin, 2001b; Fukuda und Kosaka,
2003; Connors und Long, 2004). Man ging davon aus, dass hier die Expression von
Gap Junctions im Laufe der Adoleszenz vollständig herunterreguliert wird (Meyer et al.,
2002). Neuere Arbeiten zeigen, dass Gap Junctions sehr wohl in Pyramidenzellen adulter
Säugetiere – auch im Neocortex – exprimiert werden, allerdings wesentlich seltener als
in Interneuronen und mit einem geringeren Grad elektrischer Kopplung (Bennett und
Pereda, 2006; Mercer et al., 2006; Wang et al., 2010; Traub et al., 2010; Mercer,
2012; Cunningham et al., 2012). In jüngster Zeit ist im Hippocampus der adulten Ratte
der Nachweis für gemischte chemische und elektrische Synapsen sowohl zwischen Pyrami-
denzellen als auch zwischen Interneuronen erbracht worden (Hamzei-Sichani et al., 2012).
Abseits neuronaler Netzwerke haben Gap Junctions auch in Gliazellen vielfältige Aufgaben.
Astrozyten sind über homotypische Kanäle (Cx43:Cx43, Cx30:Cx30) untereinander und
über heterotypische Kanäle (Cx47:Cx43, Cx32:Cx30) mit Oligodendrozyten gekoppelt
(Wasseff und Scherer, 2011). Auch Cx26 ist an der Bildung heterotypischer Gap
Junctions zwischen Astrozyten und Oligodendrozyten beteiligt (Nagy et al., 2011). In
Astrozyten sind sie sowohl für die Pufferung von extrazellulärem K+ (»spatial buffer«)
im Rahmen der Homöostase als auch für die Kommunikation von Bedeutung (Scemes
und Spray, 2012). Astrozyten, die Cx43 und Cx30 exprimieren, interagieren mit der
synaptischen Transmission zwischen Pyramidenzellen des Hippocamus (CA1). Hier
»entsorgen« sie neben extrazellulärem K+ auch Glutamat, modulieren die Erregbarkeit
und Transmitterfreisetzung aus Nervenzellen und sind am Aufbau postsynaptischer
AMPA-Rezeptoren beteiligt (Pannasch et al., 2011). Über astrozytäre Gap Junctions
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kann eine Ausbreitung der »spreading depressions« über den Cortex erfolgen (Bennett
et al., 2008). Auch konnte gezeigt werden, dass in Nagetieren funktionelle Gap Junctions
zwischen der Mikroglia und Neuronen bestehen (Dobrenis et al., 2005). Die dynamische
Modifikation von Gap Junctions stellt vermutlich Möglichkeiten zur Reorganisation
elektrisch gekoppelter neuronaler Netzwerke bereit (Haas et al., 2011). Nicht zuletzt
spielt elektrische Kopplung bei der Entstehung und Aufrechterhaltung synchronisierter
neocortikaler, »epileptiformer« Aktivität eine bedeutende Rolle (Volman et al., 2011).
1.2.2.3 4-Aminopyridin und synchronisierte neocorticale Aktivität
Aminopyridine sind organische Verbindungen, die zur Gruppe der Heteroaromaten zählen.
Sie bestehen aus einem Pyridinring, der mit einer Aminogruppe substituiert ist. Abbildung
1.3 zeigt das Nummerierungssystem des Pyridinrings und die Strukturformel von 4-
Aminopyridin (4-AP). 4-AP ist eine Substanz, von der (neben Tetraethylammonium,
TEA) seit langem bekannt ist, dass sie selektiv spannungsabhängige K+-Kanäle in
biologischen Membranen blockiert (Pelhate und Pichon, 1974; Meves und Pichon,
1975; Kannan und Daniel, 1978; Hermann und Gorman, 1981; Glover, 1982).
Spannungsabhängige K+-Kanäle sind eine heterogene Kanalgruppe mit komplexem
Aufbau, zu dem mehr als 30 Genprodukte beitragen (Cox, 2005). Ihre Blockade durch
4-AP betrifft in üblichen Konzentrationen (50-100µM) vornehmlich die Kv1.4, Kv1.5,
Kv3.1 und Kv3.2 Untereinheiten (Zahn et al., 2008) und kann im aktivierten (Kehl,
1990; Wagoner und Oxford, 1990; Choquet und Korn, 1992; Tseng, 1999) oder
geschlossenen Zustand erfolgen (Campbell et al., 1993; Wang et al., 1995; Tseng et al.,
1996; Tseng, 1999). 4-AP wirkt auch im zentralen Nervensystem (Gustafsson et al.,
1982; Saito et al., 2006), es wird daher zur Aufklärung von K+-Strömen im Cortex
eingesetzt (Spain et al., 1991a,b). Die genauen Mechanismen der Kanalinaktivierung sind
Gegenstand aktueller Forschung (Leung, 2012). In verschiedenen Geweben sind weitere
Effekte beschrieben worden, darunter eine erleichterte Neurotransmitterfreisetzung aus
Nervenendigungen (Llinás et al., 1976; Tibbs et al., 1989), auch von Glutamat (Mora
und Tapia, 2005), weshalb 4-AP zur Überwindung einer prä- oder postsynaptischen
Blockade der neuromuskulären Übertragung (z. B. durch D-Tubocurarin) eingesetzt werden
kann (Kim et al., 1980). Außerdem existiert eine Interaktion mit einzelnen Typen von
Natrium- (Harvey undMarshall, 1977; Lu et al., 2005) und Calciumkanälen (Wu et al.,
2009). Im Rückenmark von Säugetieren führt 4-AP zur Erleichterung der Reflexbahnung
und synaptischen Übertragung in exzitatorischen und inhibitorischen Verschaltungen
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Abbildung 1.3 (a) Pyridinring mit Nummerierungssystem, (b) Strukturformel
des isomerischen 4-Aminopyridin. Abbildung nach Glover (1982).
(Lemeignan, 1972, 1973; Galindo und Rudomín, 1978). In der Medizin ist es im
Rahmen bestimmter neurologischer Krankheitsbilder, bei denen durch die Fazilitation
synaptischer Transmission eine Besserung oder Kontrolle der Symptomatik erreicht werden
kann, zu klinischer Anwendung gekommen. Beispiele für den frühen klinischen Einsatz von
4-AP und anderen Aminopyridinen sind eher seltene Erkrankungen wie die Myasthenia
gravis (eine Autoimmunerkrankung, die Acetylcholinrezeptoren der motorischen Endplatte
betrifft) und das Lambert-Eaton-Syndrom (eine paraneoplastische Autoimmunerkrankung,
die »präsynaptische« Calciumkanäle der motorischen Endplatte betrifft) (Lundh et al.,
1979, 1977, 1983; Lemeignan et al., 1984; Lundh et al., 1985). Für den therapeutischen
Effekt bei bestimmten Formen der cerebellären Ataxie ist nachgewiesen, dass er auf
der Blockade von K+-Kanälen beruht, die in der Pathophysiologie der Erkrankung eine
Rolle spielen (Alviña und Khodakhah, 2010). Seit neuestem konzentriert sich die
klinische Anwendung von 4-AP3 auf die Therapie der Multiplen Sklerose, einer häufigen,
chronisch-entzündlichen, demyelinisierenden Erkrankung des zentrealen Nervensystems
(Hersh und Rae-Grant, 2012; Sedehizadeh et al., 2012); mögliche Anwendungen in
der Therapie spinaler Verletzungen werden diskutiert (Sun et al., 2010).
Im Gehirn der Säugetiere hat die Blockade von K+-Kanälen durch 4-AP Auswirkungen, die
zu einem breiten Einsatz in neurobiologischer und elektrophysiologischer Forschung geführt
haben. VonGalvan et al. (1982) wurde gezeigt, dass seine Applikation in Gehirnschnittprä-
paraten von Meerschweinen in vitro zu elektrischen Entladungen führt, die denen während
cerebraler Krampfanfälle im EEG beobachtbaren gleichen, also »epileptiform« sind. Diese
Beobachtung deckt sich mit der klinischen, dass es in therapeutischer Dosierung zu
3Freinamen: Fampridin (INN), Dalfampridin (USAN).
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unerwünschten zentralnervösen Wirkungen, darunter Verwirrtheitszustände und Krampf-
anfälle4, kommen kann (Murray und Newsom-Davis, 1981). 4-AP hat nicht nur im
Menschen, sondern auch in zahlreichen anderen Säugetieren prokonvulsive Eigenschaften
(Mora und Tapia, 2005). Buckle und Haas (1982) fanden im Hippocampus der Ratte
unter 4-AP bei extrazellulärer Ableitung eine Vergrößerung synaptischer Feldpotentiale,
bei intrazellulärer Messung eine Zunahme sowohl von exzitatorischen postsynaptischen
Potentialen (EPSP), als auch von inhibitorischen postsynaptischen Potentialen (IPSP).
In der Folge ist eine synchronisierte neuronale Aktivität in zahlreichen Tiermodellen und
Gehirnregionen, schwerpunktmäßig im Hippocampus, aber auch im Neocortex, sowohl
in vitro als auch in vivo nachgewiesen worden. Das 4-AP-Modell hat sich als eines der
Standardmodelle zur Untersuchung »epileptiformer« Aktivität in neuronalen Netzwerken
etabliert (Kita et al., 1985; Rutecki et al., 1987; Aram et al., 1991; Perreault und
Avoli, 1992; Avoli et al., 1994; Siniscalchi et al., 1997; Avoli et al., 1996; Maier
et al., 2002; Szente et al., 2002; D’Antuono et al., 2004; Dougalis et al., 2004; Mora
und Tapia, 2005; Ayala und Tapia, 2005; Gajda et al., 2006).
Die durch 4-AP ausgelöste synchronisierte neuronale Aktivität weist im Zeitverlauf einen
Charakter auf, der von Bandyopadhyay et al. (2006) als wellenförmig bezeichnet wird
(»waves of activity«). Sie wird durch Substanzen, die K+-Kanäle öffnen, aufgehoben,
beruht also im Grundsatz auf dem Mechanismus der K+-Kanal-Blockade (Kobayashi
et al., 2008). Für ihre Ausbreitung in neuronalen Netzwerken sind GABAerge Synapsen von
Bedeutung, die im Gehirn den Großteil der Inhibition vermitteln. Im Neocortex existieren
zwei Typen GABAerger IPSP, die als »schnell« und »langsam« bezeichnet und über zwei
unterschiedliche Rezeptorenklassen vermittelt werden: GABAA- und GABAB-Rezeptoren.
Die GABAA-Antwort ist chloridabhängig und erzeugt das ligandengesteuerte, schnelle
IPSP. GABAB-Rezeptoren aktivieren über einen G-Protein-gekoppelten Mechanismus
eine postsynaptische K+-Leitfähigkeit und führen so über eine Hyperpolarisation der
Zellmembran zum späten, langsamen IPSP (Connors et al., 1982; Avoli, 1986; Howe
et al., 1987; Connors et al., 1988; Deisz und Prince, 1989; Benardo, 1994). Für die
synchronisierte neocorticale Aktivität unter 4-AP ist gezeigt worden, dass sie auch nach
Blockade der exzitatorischen synaptischen Übertragung, also der glutamatergen NMDA-,
AMPA- und Kainat-Rezeptoren, auftritt. Nach Applikation von GABAA-Rezeptor-
Antagonisten (z. B. Bicucullin oder Picrotoxin) kommt der Großteil ihrer Komponenten
4Aus diesen Gründen haben auch andere Aminopyridine, beispielsweise 3,4-Diaminopyridin, thera-
peutische Bedeutung erlangt, da sie in geringerem Ausmaß als 4-AP die Blut-Hirn-Schranke passieren
(Lundh et al., 1983).
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zum Erliegen. Diese 4-AP-induzierte synchronisierte Aktivität wird also durch GABAA-
Rezeptoren vermittelt und dementsprechend als GABA-Wellen bezeichnet (Aram et al.,
1991; Perreault und Avoli, 1992; Avoli et al., 1994, 1996; Louvel et al., 2001;
Lamsa und Taira, 2003; Avoli et al., 2003). GABAB spielt für einige Komponenten
ebenfalls eine Rolle und hat modulierende Funktion (Benardo, 1997; Kang et al., 1998;
Kantrowitz et al., 2005; Gonzalez-Sulser et al., 2011; Panuccio et al., 2012).
Schon früh ist diskutiert worden, dass rhythmische, synchronisierte Aktivität in Neuronen
auch über nicht-synaptische Mechanismen übertragen werden könnte (Jefferys und
Haas, 1982). Mit Hilfe des 4-AP-Modells haben etliche Arbeitsgruppen gezeigt, dass
für die Entstehung oder Ausbreitung der Aktivität möglicherweise Gap Junctions von
Bedeutung sind. Dieser Hinweis ergab sich zunächst nur indirekt: eine unspezifische,
pharmakologische Blockade von Gap Junctions (z. B. durch Carbenoxolon) führt zu
einer Reduktion der synchronisierten neuronalen Aktivität (Ross et al., 2000; Yang
und Michelson, 2001; Traub et al., 2001; Gigout et al., 2006; Zsiros et al., 2007;
Medina-Ceja et al., 2008). Ähnliches ist in unterschiedlichem Ausmaß für eine spezifische
Blockade neuronaler Cx36-Kanäle (z. B. durch Quinidin oder Mefloquin) in verschiedenen
Regionen des zentralen Nervensystems gezeigt worden (Gajda et al., 2005; Gigout et al.,
2006; Chapman et al., 2009). Auch mRNA-Expressionsstudien lieferten Hinweise auf eine
Beteiligung verschiedener Connexin-Isoformen (Szente et al., 2002; Gajda et al., 2003;
Zappalà et al., 2006; Gajda et al., 2006). Eine endgültige Klärung der Frage, inwiefern
elektrische Synapsen zur Synchronisation unter 4-AP beitragen, war allerdings bisher
nicht möglich. Ein neuer Ansatz hat sich durch die Verfügbarkeit connexindefizienter
Mäuse ergeben. Hier haben Untersuchungen in Hippocampus und Rückenmark von
Cx36-Knockout-Mäusen bisher zu widersprüchlichen Ergebnissen in Bezug auf die Rolle
von Gap Junctions geführt (Maier et al., 2002; Pais et al., 2003; Beaumont und
Maccaferri, 2011). Für den Neocortex liegen derartige Untersuchungen nicht vor.
1.3 Fragestellung der Arbeit
Der K+-Kanal-Blocker 4-Aminopyridin (4-AP) führt in Säugetieren in vitro und in vivo zu
synchronisierter neuronaler, »epileptiformer« Aktivität. Diese Aktivität wird über GABAA-
Rezeptoren vermittelt. Die Reduktion dieser Aktivität durch spezifische und unspezifische
pharmakologische Gap Junction Blocker einerseits sowie mRNA-Expressionsstudien
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andererseits haben eine Beteiligung elektrischer Synapsen (Gap Junctions) an diesem
Phänomen unterstellt. Ihre genaue Bedeutung hierbei ist allerdings unklar. Untersuchungen
dieser Aktivität im Hippocampus connexindefizienter Mäuse haben zu uneinheitlichen
Ergebnissen in Bezug auf die Rolle elektrischer Synapsen geführt. Eine Untersuchung
der 4-AP-induzierten Aktivität im Neocortex connexindefizienter Tiere liegt bisher nicht
vor.
Im Rahmen dieser Arbeit sollte die durch 4-AP induzierte, synchronisierte neuronale
Aktivität (GABA-Wellen) in Gehirnschnittpräparaten des Neocortex von Mäusen in
vitro charakterisiert und zwischen Wildtyp, Cx36-Knockout- und Cx45-Knockout-Mäusen
verglichen werden. Insbesondere sollte untersucht werden, ob eine Deletion neuronaler
Connexine, und damit eine Unterbrechung der elektrischen Kopplung zwischen Interneu-
ronen, zu einer Veränderung von Auftrittsfrequenz, Amplitude oder Dauer der GABA-
Wellen führt. Außerdem sollte analysiert werden, ob sich die Wirkung von Pharmaka mit
Blockadewirkung auf Gap Junctions zwischen Wildtyp- und connexindefizienten Tieren
unterscheidet.
2 Material und Methoden
2.1 Versuchstiere
Die elektrophysiologischen Messungen wurden in vitro an 131 Gehirnschnittpräparaten
von insgesamt 80 Wildtyp- sowie Cx36- und Cx45-defizienten Mäusen beider Geschlechter
durchgeführt. Für die intrazellulären Ableitungen lag das Alter1 zwischen P16 und P30,
für die Feldpotentialmessungen wurden Tiere bis P178 verwendet. Aufzucht und Haltung
erfolgten unter strikter Trennung der Stämme im Tierhaus des Physiologischen Instituts
der Ludwig-Maximilians-Universität München unter Standardbedingungen, d. h. bei einer
konstanten Raumtemperatur von 23 ◦C und einem Hell-Dunkel-Zyklus von 12:12 Stunden.
Trockenfutter und Wasser standen ad libidum zur Verfügung.
Wildtyp Als Wildtyp-Stamm wurde die C57BL/6-Mauslinie verwendet. Bereits 1921
wurde C57BL von Little durch die Verpaarung von Tieren aus der Zucht von Lathrop
erzeugt, die Substämme C57BL/6 und C5BL/10 dann im Jahr 1937 separiert (Meffert,
2002). Heute handelt es sich bei C57BL/6 um den in der Forschung weltweit am häufigsten
eingesetzten Inzuchtstamm, der in 14 Prozent aller Studien mit Inzucht-Mäusen zum
Einsatz kommt (Wetzel, 2003). Er ist zu 98 Prozent genetisch identisch.
Cx36-Knockout Die Cx36-defiziente Mauslinie wurde am Institut für Genetik der
Universität Bonn2 entwickelt, die Zuchtpaare wurden von dort zur Verfügung gestellt.
1Tage P postnatal
2Arbeitsgruppe Prof. Dr. Klaus Willecke, Institut für Genetik, Rheinische Friedrich-Wilhelms-
Universität Bonn, Römerstraße 164, 53117 Bonn
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Die weitere Aufzucht erfolgte am Lehrsuhl für Physiologische Genomik3 der Ludwig-
Maximilians-Universität München. Der Knockout von Cx36 wurde in dieser Mauslinie
mit Hilfe des Cre/loxP-Systems verwirklicht. Das Genom der Maus wurde znuächst so
modifiziert, dass das Cx36-Gen von loxP-Stellen flankiert wird, denen ein CFP-Reportergen
folgt. Die auf diese Weise entstandene Cx36flox(CFP)/flox(CFP)-Maus verfügt über etwa
75 Prozent C57BL/6-Hintergrund und reduziert die ubiquitäre4 Expression von Cx36
im Vergleich zum Wildtyp um ca. 30 bis 60 Prozent, dies jedoch ohne signifikante
Beeinflussung der Zellkopplung. Verpaarung dieser Tiere mit PGK-Cre-rekombinanten
Mäusen führte zu einer ubiquitären Deletion von Cx36 (Wellershaus et al., 2008),
was dann als Cx36del(CFP)/del(CFP)-Maus, oder im Folgenden kurz als Cx36-Knockout
(Cx36KO), bezeichnet wird.
Cx45-Knockout Auch die Cx45-defizienten Mäuse entstanden am Institut für Genetik2
der Universität Bonn und wurden dem Lehrstuhl für Physiologische Genomik3 der Ludwig-
Maximilians-Universität München zur Verfügung gestellt, wo die weitere Aufzucht erfolgte.
In der Vergangenheit hatten Versuche zur Erzeugung eines ubiquitären Cx45-Knockouts
im Mausmodell zu Störungen der Entwicklung des Herz- und Gefäßsystems geführt, die
noch in der Embryonalphase letal waren (Krüger et al., 2000). Es wurde daher ein
zellspezifischer, neuronaler Knockout von Cx45 geschaffen. Wie die Cx36-defizienten
Mäuse basieren auch sie auf dem C57BL/6-Stamm. In der Entwicklung dieses Knockouts
wurde das Exon3, das die gesamte kodierende Region des Cx45-Gens enthält, durch
loxP-Stellen flankiert und EGFP als Reportergen unter die Kontrolle des endogenen Cx45-
Promotors gestellt. Mittels der unter dem Nestin-Promotor stehenden Cre-Rekombinase
kommt es zur neuronalen Deletion von Cx45 und begleitend zur Expression von EGFP
(Maxeiner, 2005). In der Literatur werden Tiere mit lediglich »gefloxtem«, nicht aber
deletiertem Exon3 als Cx45flox/flox-Mäuse und Knockout-Tiere als Cx45del(EGFP)/del(EGFP)-
oder Cx45flox/flox: Nestin-Cre-Mäuse bezeichnet. Im Folgenden wird als Cx45-Knockout
(Cx45KO) auf sie Bezug genommen.
3Arbeitsgruppe Prof. Dr. Bernd Sutor
4Cx36 wird sowohl von Neuronen des ZNS als auch von β-Zellen des endokrinen Pankreas exprimiert.
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2.1.1 Genotypisierung
Die Genotypisierung der Versuchstiere erfolgte durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR).
Für die Wildtyp-Tiere des C57BL/6-Stammes wurde, bis auf die üblichen, stichpro-
benartigen Überprüfungen im Rahmen der Aufzucht, keine Bestimmung des Genotyps
durchgeführt. Die Brutpaare der Cx36KO-Mäuse wurden vor Beginn der Aufzucht auf
eine komplette Deletion des Cx36-Gens hin untersucht und erst nach deren Sicher-
stellung verpaart. Da die Verpaarung der hier verwendeten Cx36KO-Mäuse ebenfalls
Cx36-defiziente Tiere ergibt (Wellershaus, 2006), waren nach Zuchtbeginn lediglich
regelmäßige, stichprobenartige Kontrollen des Genotyps notwendig. Die Aufzucht der
Cx45KO-Mäuse erfolgte ausgehend von Brutpaaren, die aus Cx45flox/flox-Weibchen und
Cx45flox/flox:Nestin-Cre-Männchen bestanden. Aus einer solchen Verpaarung können
sowohl Cx45flox/flox-Tiere als auch Cx45KO-Tiere hervorgehen. Außerdem ist zu beachten,
dass eine Nestin-Cre-Aktivität in den Keimzellen zu einer kompletten Deletion des
»gefloxten« Cx45 in der nächsten Generation führen kann (Maxeiner, 2005). Aus diesen
Gründen wurden alle Tiere dieser Zuchtlinie einer Genotypisierung unterzogen.
Extraktion der DNA Das DNA-Material für die PCR wurde aus den Schwanzspitzen
der Versuchstiere gewonnen. Diese wurden in der Regel post mortem, im Anschluss an
die Präparation der Gehirnschnitte, entfernt und bis zur Extraktion der DNA bei −20 ◦C
gelagert. Hierzu wurden ca. 100mg Gewebe zerkleinert, in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß
gegeben und mit 500µL eines Lysispuffers, dessen Zusammensetzung in Tabelle 2.1
aufgelistet ist, vollständig bedeckt. Der Ansatz wurde unter gelegentlichem Rühren für 60
Minuten inkubiert und danach für 20 Minuten bei 12 000 rpm zentrifugiert. Der Überstand
wurde unter sterilen Kautelen in ein neues Reaktionsgefäß überführt und nach Zugabe von
500µL Isopropanol für 15 Minuten bei Raumtemperatur gelagert. Hierauf wurde erneut
bei 12 000 rpm für 20 Minuten zentrifugiert und der entstandene Überstand vorsichtig
abpipettiert. Das getrocknete Pellett wurde mit 200µL Tris-HCL (10mM, pH 8,5) versetzt
und für 90 Minuten auf 55 ◦C erwärmt. Die Lagerung der genomischen DNA bis zur
Durchführung der PCR erfolgte bei 4 ◦C. Da die DNA bei dieser Temperatur ausfallen




Tris-HCl (pH 8,5) 1.0M 10
EDTA 0.5M 1
SDS 10.0%-ige Lsg. 2
NaCl 1.0M 20
H2O bidest. 55.6M 66
Proteinase K 10.0mg/mL H2O 1
Tabelle 2.1 Lysispuffer zur DNA-Extraktion
Durchführung der PCR Zur Bestimmung des Genotyps beider Knockout-Mauslinien
wurden PCR mit anschließender Gelelektrophorese durchgeführt. Die Protokolle entspra-
chen im Wesentlichen denen, die an der Universität Bonn zur Genotypisierung entwickelt
wurden. Beide Stämme wurden sowohl auf das Wildtyp-Connexin und dessen »gefloxte«
Variante, als auch auf den Knockout getestet. Die verwendeten Primer sind für beide
Genotypen in Tabelle 2.2 dargestellt. Ihre Synthese erfolgte durch die Metabion Interna-
tional AG (Martinsried, Deutschland). Die Tabelle 2.3 zeigt die Zusammensetzung der
PCR-Ansätze. Sowohl die DNA-Polymerase als auch der zugehörige Reaktionspuffer wurde
kommerziell erworben5. In der Tabelle 2.4 sind beide PCR-Programme zusammengefasst,
die Tabelle 2.5 zeigt die entstehenden Bandengrößen auf (Wellershaus et al., 2008;
Maxeiner, 2005). Nach erfolgter PCR wurden 10 µL des jeweiligen Reaktionsansatzes
zusammen mit einem Vergleichs-Größenmarker auf ein Agarose-Gel (1.5%) aufgetragen
und die Länge der PCR-Produkte elektrophoretisch ermittelt. Nach abgeschlossener
Elektrophorese wurden die Moleküle mit Ethidiumbromid gefärbt, die Banden unter
ultraviolettem Licht sichtbar gemacht und das Ergebnis auf Photopapier dokumentiert.
5Sigma-Aldrich Inc., Saint Louis, Missouri, USA
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Genotyp Oligo-Name Basenfolge
Cx36wt Cx36USP-1 5’–TAA GTG CAA TAA AGG GGG AGG GCC TCG–3’
Cx36flox Cx36DSP-1 5’–GAG ACA GGA GAA GGT ATT CCC AAG GGC–3’
Cx36KO DSP-CFP-1 5’–AAG AAG TCG TGC TGC TTC ATG TGG–3’
Cx45wt I5FCfor 5’–GGA TTA AAG GCA TAT GTC ACC ACT CTT GGC–3’
Cx45flox I3Frev 5’–CTC TAG GAA CAC TGT AAC CTG AGA TGT CCC–3’
Cx45KO IIpX3rev 5’–AAG AAC GGC CAC AAC TCT GGT AAC AGG AAG–3’
Tabelle 2.2 Cx36KO, Cx45KO: PCR-Primer
Cx36KO





10× Reakt.-Puffer f. JumpStart™ Taq-DNA-
Polymerase (15mM MgCl2)
2.5









10× Reakt.-Puffer f. JumpStart™ Taq-DNA-
Polymerase (15mM MgCl)
2.5




a Eine unit ist definiert als diejenige Enzym-Menge, die innerhalb von 30min 10 nmol dNTP bei 74 ◦C
an in Säure ausfällbare DNA angliedert.
Tabelle 2.3 Cx36KO, Cx45KO: PCR-Ansätze
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Gen PCR-Schritt Temperatur [◦C] Dauer [min]
Cx36 Initiale Denaturierung 95 5.00
Denaturierung 95 0.75
40 ZyklenAnnealing 56 0.75Elongation 72 1.00
Abschließende Extension 72 10.00
4 10.00
Cx45 Initiale Denaturierung 94 4.00
Denaturierung 94 2.00
35 ZyklenAnnealing 67 1.00Elongation 72 1.00
Abschließende Extension 72 10.00
Tabelle 2.4 Cx36KO, Cx45KO: PCR-Programme







Tabelle 2.5 Cx36KO, Cx45KO: Bandengrößen
2.2 Perfusionslösungen für die Elektrophysiologie
Die elektrophysiologischen Untersuchungen an den Gehirnschnittpräparaten wurden in
vitro durchgeführt. Zur Aufrechterhaltung der neuronalen Aktivität in diesen Schnitten
wurden diese ständig in einer Lösung gehalten, die in ihrer ionalen Zusammensetzung
dem natürlichen Liquor cerebrospinalis entsprach. Diese Lösung wird als aCSF (artificial
cerebrospinal fluid) bezeichnet. Ausgehend von einer Stammlösung (s. Tab. 2.6) wurden
zwei unterschiedliche Lösungen hergestellt: eine Präparations- und Schneidelösung, die
während der Herstellung der Gehirnschnitte zum Einsatz kam, sowie eine Lösung, die
bei der Inkubation der Präparate vor Versuchsbeginn und während der Messungen
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Tabelle 2.6 Zusammensetzung der Stammlösung
verwendet wurde. Erstere verfügte über eine niedrigere Calcium- und höhere Magnesium-
Konzentration. Hieraus resultierte eine verringerte Erregbarkeit und Stoffwechselaktivität
der Nervenzellen während der unvermeidbaren Traumatisierung bei der Herstellung der
Hirnschnitte, und daher eine deutlich verbesserte Überlebensdauer einzelner Neurone und
eine höhere Anzahl vitaler Neurone insgesamt. Im Hinblick auf die ionale Zusammensetzung
handelte es sich bei den Lösungen um Modifikationen nach Frick et al. (2007). Alle
Lösungen wurden kontinuierlich mit Carbogen6(Volumen: 95% O2, 5% CO2) begast.
Dieses Gasgemisch stellte zum einen die adäquate Sauerstoffversorgung der Nervenzellen
sicher, zum anderen etablierte CO2 zusammen mit NaHCO3 ein offenes Puffersystem,
das zusammen mit NaH2PO4 dazu führte, dass sich bei einer Temperatur von 28
◦C ein
pH-Wert von 7,4 einstellte. Die Osmolarität der Lösungen betrug 310-330mosmol× L−1.
Im Vergleich zu natürlicher Cerebrospinalflüssigkeit verfügten beide aCSF-Lösungen
mit 25mM über eine erhöhte Konzentration an D-Glucose (in vivo ca. 5mM), was zur
Aufrechterhaltung des Energiestoffwechsels der Nervenzellen unter in-vitro-Bedingungen
notwendig war (Lipton und Whittingham, 1984; Tanaka et al., 2008).
Lösung CaCl2 [mM] MgCl2 [mM] pH
a Osmolarität [mosmol/L]
Präparation 1.00 6.00 7.4 310–330
Ableitung 2.00 2.00 7.4 310–330
a bei 37 ◦C
Tabelle 2.7 Modifikation der Stammlösung für Präparations- und Ableitelösung
6Linde AG, Gases Division Germany, Pullach, Deutschland
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2.3 Gehirnschnittpräparate des Neocortex
Zur Herstellung der Gehirnschnitte wurden die Versuchstiere zunächst in einer Narkose-
kammer bis zum Eintreten eines Toleranzstadiums mit CO2 betäubt und anschließend
enthauptet. Das Toleranzstadium war definiert als ein nach Ende der initialen Exzitati-
onsphase einsetzender, enstspannter Zustand des Tieres mit Verlust der Auffangreflexe
und fehlender Schmerzreaktion bei erhaltenem Atemantrieb (Kohler et al., 1999).
Unmittelbar nach der Enthauptung wurde der Kopf für eine Minute in eisgekühlte und mit
Carbogen begaste Präparationslösung getaucht. Durch kältebedingte Vasokonstriktion kam
es hierbei zum Auswurf eines Großteils des im Gehirn verbliebenen Restblutes (Werthat,
2012). Danach wurde das Gehirn zügig und möglichst atraumatisch freipräpariert, in toto
aus dem Schädel entnommen und wiederum für eine Minute in eisgekühlter Präparations-
lösung inkubiert. Anschließend wurde das Cerebellum mit einer gereinigten7 Rasierklinge8
abgetrennt und das Cerebrum entlang der Fissura longitudinalis in seine Hemisphären ge-
spalten. Von diesen Hemisphären wurde eine als Reserve zurück in die Präparationslösung
gegeben; die andere wurde an ihrem occipitalen Ende durch eine coronare Schnittführung
mit einer glatten Fläche versehen, die auf der medialen Trennungsebene der Hemisphären
senkrecht stand. Mit dieser Oberfläche wurde die Hemisphäre durch eine dünne Schicht
Cyanacrylat-Klebstoff9 auf einem Objekttisch fixiert. Zur Stabilisierung lag sie dabei mit
der medialen Hemisphärenschnittfläche einem zuvor aufgebrachten Agarblock an. Der
Objekttisch wurde in die Wanne eines Vibrationsmikrotoms10, die mit Carbogen-begaster
Präparationslösung befüllt war, eingesetzt. Die Temperatur der Badlösung wurde durch
aktive Kühlung bei 8 ◦C konstant gehalten. Der Objekttisch wurde so ausgerichtet, dass
die Schnittfläche der horizontal einfahrenden Mikrotomklinge senkrecht zum Agarblock
mit der anliegenden Hemisphäre orientiert war. Auf diese Weise konnten sehr exakt
coronare Schnittpräparate der Hemisphäre angefertigt werden. Die Einstellungen am
Mikrotom wurden so gewählt, dass bei langsamer Vorschubgeschwindigkeit und mittlerer
Vibrationsfrequenz etwa vier bis fünf Schnittpräparate mit einer Dicke von 300µm aus
dem Bereich des frontalen Cortex entstanden (Werthat, 2012). Die Präparate wurden
für 60 Minuten in einem Wärmebad bei 28 ◦C inkubiert und mit Carbogen begast. Im
7Kommerziell erhältliche Rasierklingen sind häufig mit Stoffen versetzt, die vor der Verwendung als
Präparationswerkzeug mit Hilfe organischer Lösungsmittel, z. B. Aceton, entfernt werden müssen.
8Wilkinson Sword Classic Double Edge Razor Blades, Wilkinson Sword Ltd., High Wycombe, UK
9Lock-Tite 406, Henkel AG & Co. KGaA, Düsseldorf, Deutschland
10HM 650V, Microm International GmbH, Walldorf, Deutschland
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Anschluss wurde die Temperatur auf 20 ◦C reduziert und die Schnitte vor der Verwendung
im Experiment für mindesten weitere 60 Minuten im Becken belassen (Biber, 2004).
2.4 Elektrophysiologische Messungen
Messplatz Der Versuchsaufbau bestand aus einem motorisierten, aufrechten Durchlicht-
Mikroskop11 mit infrarotfähiger DIC-Optik. Mit der DIC-Technik werden lokale Va-
riationen optischer Weglängen im betrachteten Objekt in Helligkeitsunterschiede im
Bild umgesetzt. Hierdurch können transparente Phasenobjekte, wie Neurone im Ge-
webeverband, sichtbar gemacht und in der Durchlichtmikroskopie plastisch dargestellt
werden. Durch die Verwendung von infrarotem Licht können Nervenzellen bis in eine
Tiefe von ca. 150µm erreicht werden (Dodt und Zieglgänsberger, 1990). Das vom
Mikroskop erzeugte Bild wurde mit einer infrarotsensitiven CCD-Kamera12 auf einen LCD-
Monitor übertragen, außerdem konnten Einzelbilder digital abgespeichert werden. Der
untersuchte Gehirnschnitt befand sich in einer Perfusionskammer, die auf dem Objekttisch
des Mikroskops angebacht war. Zur mechanischen Stabilisierung wurde ein weitmaschiges
Nylonnetz auf das Schnittpräparat gelegt. Die Perfusion der Präparate erfolgte mittels eines
Zirkulationssystems, wobei der Flüssigkeitstransport durch eine peristaltische Pumpe13
aufrecht erhalten wurde. Die Durchflussrate betrug 2-3mL×min−1.
Elektroden Die Elektroden für die intrazellulären Messungen und die Feldpotentiala-
bleitungen wurden mit Hilfe eines Gerätes zum Ziehen von Mikropipetten (Puller)14,15
aus Borosilikat-Glaskapillaren16 hergestellt. Die Elektrodenrohlinge hatten einen Spit-
zendurchmesser von ca. 1µm und wurden je nach Messtechnik mit unterschiedlichen
Lösungen befüllt. Bei Feldpotential-Messungen kamen Elektroden zum Einsatz, die mit
aCSF oder NaCl (150mM) gefüllt waren. Für die intrazellulären Ableitungen wurden
Pipetten verwendet, die eine in Tabelle 2.8 aufgeführte »Intrazellularlösung« (Osmolarität
290mosmol× L−1, pH 7.3) enthielten. Die mit Salzlösung gefüllten Glaspipetten wurden
11Axioskop FS, Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, Deutschland
12C2400, Hamamatsu Photonics K.K., Hamamatsu City, Shizuoka Pref., Japan
13Gilson Minipuls® 3, Gilson Inc., Wisconsin, USA
14DMZ-Universal-Puller, Zeitz-Instruments Vertriebs GmbH, Martinsried, Deutschland
15P-97 Flaming/Brown Micropipette Puller, Sutter Instrument Company, California, USA
16GC150F-10, Harvard Apparatus, Massachusetts, USA
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über einen chlorierten Silberdraht an den Vorverstärker angeschlossen. Der elektrische
Wiederstand der Elektroden betrug 6-10MΩ. Als Referenzelektrode diente eine weitere
chlorierte Silberelektrode, die sich in der Badlösung befand. Zur Auslösung von synapti-
schen Antworten kam eine bipolare Reizelektrode zum Einsatz. Mess- und Reizelektroden
wurden mit Hilfe von Mikromanipulatoren17 im Gewebe positioniert.
Messelektronik und Datenaufnahme Die für die intrazellulären Messungen einge-
setzten Elektroden waren über einen Vorverstärker mit dem eigentlichen Signalverstärker18
im Rack verbunden. Es handelte sich um ein Verstärker-System (single electrode clamp,
SEC), über das die Messung des Membranpotentials der untersuchten Zelle vorgenommen,
dieses aber auch durch Strominjektion manipuliert werden konnte. Eine derWheatstone-
schen Brücke analoge Schaltung erlaubte die Kompensation des Elektrodenwiderstandes
(Müller et al., 1999; Sutor et al., 2003). Zudem konnte die Elektrodenkapazität neutrali-
siert werden. Der Verstärker konnte nach Herstellung des Ganzzellmodus prinzipiell in der
Spannungsklemme (Voltage-Clamp) oder in der Stromklemme (Current-Clamp) betrieben
werden. Im Voltage-Clamp-Modus wird das Membranpotential der Zelle über einen
Kompensationsstrom auf einem definierten Wert gehalten, was unmittelbare Rückschlüsse
auf die Leitfähigkeiten der Membran, wie beispielsweise Ionenströme, erlaubt. Im Current-
Clamp-Modus wird der Strom durch die Membran über den Verstärker vorgegeben. Das
Membranpotential bleibt also variabel, was eine Untersuchung der Erregungsmuster der
Zelle unter physiologischeren Bedingungen erlaubt. Sämtliche intrazellulären Ableitungen
dieser Arbeit wurden als Current-Clamp-Messungen durchgeführt.
Für die extrazellulären Messungen wurde ebenfalls ein SEC-Verstärker19 verwendet.
Ein 8-Kanal-Stimulator20 diente zur Generation von Pulsen, deren Dauer, Frequenz
oder Intensität exakt gesteuert werden konnte. Die über die Messelektroden erfassten
Signale wurden bei intrazellulärer Messung mit 10 kHz und bei extrazellulärer Messung mit
500Hz gefiltert und auf Oszilloskopen21 dargestellt. Die Digitalisierung der Signale erfolgte
mittels einer Software22, die sowohl die Versuchssteuerung, als auch das Abspeichern der
17Luigs und Neumann, Feinmechanik+Elektrotechnik GmbH, Ratingen, Deutschland
18SEC-10L, npi electronic GmbH, Tamm, Deutschland
19SEC-10, npi electronic GmbH, Tamm, Deutschland
20Master-8, A.M.P.I, Jerusalem, Israel
21HM407, Hameg Instruments GmbH, Mainhausen, Deutschland
22CellWorks 5.1, npi electronic GmbH, Tamm, Deutschland
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gewonnenen Daten ermöglichte. Hierzu wurde ein Multifunktions-Datenerfassungsmodul23
mit einer Digitalisierungsrate von 2-5 kHz verwendet.
Pharmaka und Substanzapplikation Von den im Versuch eingesetzten, pharmako-
logisch wirksamen Substanzen wurden hydrophile in H2O, lipophile in DMSO gelöst,
in Eppendorf-Reaktionsgefäße aliquotiert und bei −20 ◦C aufbewahrt. 1-Heptanol und
1-Octanol wurden bei Raumtemperatur gelagert und ungelöst angewendet. Die Applikation
der Substanzen erfolgte durch Zugabe zur Perfusionslösung. Da die aCSF mit 2 mL×min−1
zirkulierte, kann davon ausgegangen werden, dass die Pharmaka nach spätestens 5 Minuten
ihren Wirkort in der Ableitekammer erreichten. Die Tabellen 2.9 und 2.10 weisen die
verwendeten Substanzen aus. Bei den angegebenen Konzentrationen handelt es sich jeweils
um die Endkonzentrationen in der Badlösung.
Mechanismus Substanz Konz. [mM] Lösung Bezug
K+-Kanal-Blockade (u. a.) 4-Aminopyridin 100× 10−3 H2O Sigmaa
Rezeptorantagonisten
kompetetiv NMDA D-AP5 10× 10−3 H2O Tocrisb
kompetetiv AMPA CNQX 10× 10−3 DMSO Tocris
Gap Junction Blocker Carbenoxolon 50× 10−3 H2O Sigma
Heptan-1-ol 2 — Sigma
Octan-1-ol 2 — Sigma
Mefloquin 50× 10−3 H2O Sigma
a Sigma-Aldrich Corporation, Saint Louis, Missouri, USA
b Tocris Bioscience, Bristol, UK
Tabelle 2.9 Verwendete Pharmaka: Konzentration und Wirkmechanismus
2.4.1 Extrazelluläre Ableitungen
Für die extrazellulären Messungen wurden im Gehirnschnittpräparat zunächst die Schich-
ten des Cortex unter dem Mikroskop von einander abgegrenzt. Danach wurde eine bipolare
23NI PCI-6024E, National Instruments Corporation, Austin, Texas, USA















Tabelle 2.10 Verwendete Pharmaka: Summenformeln und IUPAC-Namen
Stimulationselektrode vorsichtig in der Schicht V platziert. Die Ableitelektrode wurde
auf einer gedachten, senkrechten Verbindungslinie zwischen Stimulationselektrode und
Oberfläche des Cortex in die Schicht II/III eingebracht. Über die Stimulationselektrode
wurde alle 20 Sekunden ein Strompuls von 250-500 µA (Dauer: 50-100µs) appliziert und
die evozierten neuronalen Antworten für 20 Minuten auf dem Oszilloskop überwacht. Nach
Stabilisierung von Amplitude und Zeitverlauf des Signals wurde die Reizung beendet und
die eigentliche Messung über 170 Minuten gestartet und aufgezeichnet. Tabelle 2.11 gibt
das Messprotokoll wieder.
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a Auswaschen, keine Rezirkulation der Perfusionslösung für 15min
Tabelle 2.11 Feldpotential-Messungen: Messprotokoll
2.4.2 Kombinierte intra- und extrazelluläre Ableitungen
Patch-Clamp-Technik Sämtliche intrazellulären Ableitungen dieser Arbeit wurden
mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik vorgenommen. Die Patch-Clamp-Technik wurde ab
dem Jahr 1976 von Neher und Sakmann entwickelt, die für ihre Arbeit 1991 mit dem
»Nobelpreis für Physiologie oder Medizin« ausgezeichnet wurden. Ihr Prinzip beruht
darauf, dass ein »Fleck« (Patch) einer biologischen Membran mit einer speziellen, extrem
glatten und nur einmal verwendeten Mikropipette so angesaugt wird, dass zwischen
Pipette und Zellmembran ein elektrischer Widerstand im GΩ-Bereich entsteht. Dieser
wird als »Gigaseal« (seal: Dichtung) bezeichnet (Hamill et al., 1981). Im Vergleich zu
früheren Techniken ermöglicht das Patch-Clamping somit die elektrische und mechanische
Isolierung eines Membranflecks von seiner Umgebung, die sich durch eine hohe Stabilität
und drastische Reduktion des elektrischen Rauschens bei Messvorgängen auszeichnet.
Erst diese Vorgehensweise ermöglichte zahlreiche Errungenschaften elektrophysiologischer
Forschung, wie die genaue Untersuchung einzelner Ionenkanäle, aber auch die Aufklärung
intrazellulärer Signalkaskaden (Verkhratsky et al., 2006). Grundsätzlich sind mit der
Patch-Clamp-Technik durch unterschiedliche Manipulation verschiedene Konfigurationen
zwischen Membran und Pipette möglich, die je nach Fragestellung variiert werden
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(a) (b)
Abbildung 2.1 (a)-(b): Interneuron der Schicht V (Stern) im DIC-Infrarotbild, Vergrößerung
160-fach, (a) vor Meßbeginn, (b) selbes Neuron, nach Herstellung des Gigaseals mit der
Meßpipette »p« in Ganzzell-Konfiguration.
können. In dieser Arbeit wurden intrazelluläre Ableitungen im Ganzzell-Modus (Whole-
Cell-Konfiguration) vorgenommen. Dies bedeutet, dass ein Membranfleck angesaugt
(Cell-attached-Konfiguration) und dann durch erneutes Ansaugen durchbrochen wird
(Whole-Cell-Konfiguration), wodurch eine direkte Verbindung zwischen der Meßpipette
und dem Zellinneren entsteht. Bleibt hierbei der Seal erhalten, sind die Leckströme
gering und es lässt sich nun messen, welcher Strom durch die gesamte verbleibende
Membranfläche der Zelle fließt. Es werden also gut isolierte und haltbare Ableitungen des
Membranpotentials der »gepatchten« Zelle möglich, die darüber hinaus Möglichkeiten
zur elektrischen Manipulation bieten.
Durchführung der Messungen Alle intrazellulären Messungen wurden mit extrazellu-
lären Ableitungen kombiniert, so dass für jedes untersuchte Neuron das Membranpotential
der Zelle mit dem Feldpotential des gesamten Gehirnschnittpräparates korreliert werden
konnte. Diese kombinierten Patch-Clamp- und Feldpotential-Messungen wurden an
Neuronen der Schichten II bis V des frontalen Cortex durchgeführt. Das Hauptaugenmerk
lag hierbei auf supra- und infragranulären Pyramidenzellen.
Nach Auswahl einer geeigneten Zelle unter dem Mikroskop wurde zunächst die Feldelek-
trode in die Badlösung eingetaucht und vorsichtig, nahe dem interessierenden Neuron,
im Extrazellularraum platziert. Im Anschluss wurde die Patch-Pipette in die Badlösung
gebracht. Sie wurde senkrecht über dem zu messenden Neuron positioniert und schrittweise
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vorsichtig herabgefahren. Dabei war an der Pipettenspitze über ein Schlauchsystem mit
aufgesetzter Spritze24 (1mL) ein Überdruck angelegt, der ein Ansaugen kleinster Partikel
in der Messkammer verhinderte und beim Durchfahren des Gehirnschnittpräparates
umliegendes Gewebe beiseite drückte. Zur Erfassung des elektrischen Widerstandes wurde
über die Elektrode ständig ein Rechteckstrompuls (30 pA, 60ms) in den Extrazellularraum
abgegeben. Bei 160-facher mikroskopischer Vergrößerung wurde in wenigen Mikrometer
Entfernung zur Zelle der Überdruck weggenommen und die Pipette soweit abgesenkt, bis
sich auf dem Oszilloskop eine Widerstandserhöhung zeigte. Zeitgleich zur Widerstand-
serhöhung konnte an der Zelle selbst meist ein sichtbares Eindellen der Zellmembran
(dimpling) beobachtet werden. Hierauf wurde umgehend ein Unterdruck an die Pipette
gelegt, die Zellmembran somit in die Pipettenspitze gesaugt und der Gigaseal etabliert,
was das Zustandekommen der Cell-Attached-Konfiguration anzeigte. Durch minimale
Erhöhung des Sogs oder Abgabe eines entsprechenden Strompulses wurde der gepatchte
Membranfleck durchbrochen und die Whole-Cell-Konfiguration hergestellt, der elektrische
Widerstand fiel hierbei in den MΩ-Bereich ab. Abbildung 2.1 zeigt beispielhaft den Blick
durch das Mikroskop unmittelbar vor und nach Herstellung einer Ableitesituation.
Nach Etablierung der Whole-Cell-Konfiguration erfolgte die weitere Messung im Current-
Clamp-Modus. Zunächst wurden mit Hilfe vordefinierter, softwaregesteuerter Messalgorith-
men Parameter zur elektrophysiologischen Charakterisierung des Neurons ermittelt (Ruhe-
membranpotential RMP , Eingangswiderstand RN , somatische Membranzeitkonstrante τ ,
Entladungsverhalten und Strom-Spannungs-Kennlinie (IV -Kurve)). Im Anschluss wurde
das Membranpotential der Zelle für 5 Minuten beobachtet. Bei regelrechtem und stabilem
RMP wurde die eigentliche Messung zur pharmakologisch induzierten, synchronisierten
neocorticalen Aktivität gestartet. Das Messprotokoll ist in Tabelle 2.12 wiedergegeben.
Über die gesamte Messdauer wurden das Membranpotential des Neurons, die applizierten
Ströme und die extrazellulär abgeleiteten Feldpotentiale fortlaufend digitalisiert und zur
Auswertung gespeichert.
24Omnifix-F, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
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Messzeit [min] Prozedere Konz. [µM]
Positionierung Feldelektrode








Tabelle 2.12 Kombinierte Patch-Clamp- und Feldpotential-Ableitungen: Messprotokoll
2.5 Datenauswertung
Software Zur Steuerung der Signalverstärker wurde CellWorks 5.125 eingesetzt. Es
diente auch der Digitalisierung der Meßdaten, die in das ASCII-Format konvertiert und
in Igor Pro 626 importiert wurden, mit dem die elektrophysiologische Analyse erfolgte.
Hierbei wurde das Analysepaket NeuroMatic 1.9127 verwendet. Die Sortierung der Daten
sowie Berechnungen erfolgten mit Excel28 2007 und 2011. In GraphPad Prism 529 wurden
die Daten statistisch ausgewertet und grafisch dargestellt.
25npi electronic GmbH, Tamm, Deutschland
26WaveMetrics Inc., Portland, Oregon, USA
27Jason Rothman, ThinkRandom.com
28Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA
29GraphPad Software, La Jolla, California, USA
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Neuronenklassifizierung Die intrazellulär abgeleiteten Zellen wurden anhand mor-





Pyramidenzellen wurden nur den ersten beiden Gruppen zugeordnet, wenn sie ein
reguläres Entladungsverhalten zeigten. Die morphologische Zuordnung erfolgte anhand
eines oder mehrerer DIC-Infrarotbilder. Die elektrophysiologische Zuordnung geschah
anhand folgender Parameter:
• Ruhemembranpotential (RMP )
• Eingangswiderstand (RN )
• Somatische Membranzeitkonstante (τ)
• Entladungsverhalten
• Strom-Spannungs-Kennlinie (IV -Kurve)
RN und τ werden auch als »passive elektrotonische Eigenschaften« bezeichnet. Zu ihrer
Messung wurde im Current-Clamp-Modus ein hyperpolarisierender Rechteckstrompuls
(20 pA, 800ms) intrazellulär injiziert und die resultierende Spannungsantwort gemessen.
Zur Rauschunterdrückung wurden 20 dieser Antworten gemittelt. Die Bestimmung des
RMP erfolgte durch Messung der absoluten Potenzialamplitude zur Referenz (0mV)
unmittelbar vor der Strominjektion. Hiermit ergab sich RN aus dem Ohmschen Gesetz;
RN = ∆V ×∆I−1 mit ∆I = 20 pA. Die Spannungsdifferenz ∆V entsprach der Amplitude
der durch den Strompuls induzierten Spannungsantwort, gemessen mindestens 700ms
nach Beginn der Strominjektion, also zu einem Zeitpunkt, an dem die Spannungsantwort
ein Gleichgewicht erreicht hatte. Die somatische Membranzeitkonstante τ wurde durch
Anpassen einer exponentiellen Funktion an den Spannungsabfall nach Ausschalten des
Strompulses ermittelt. Zur Beurteilung des Entladungsverhaltens und Erstellung der IV -
Kurve wurde das Neuron schrittweise mit überschwellig depolarisierenden Strompulsen
gereizt (Wagner, 2012; Werthat, 2012).
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Erfassung der synchronisierten neocorticalen Aktivität Die synchronisierte neo-
corticale Aktivität wurde als wellenförmige Abweichung vom desynchronisierten Feldpo-
tential bzw. als wellenförmige Abweichung vom Ruhemembranpotential des intrazellulär
abgeleiteten Neurons definiert. Für die Detektion wurden die digitalisierten Ableitungen
manuell nach Ereignissen abgesucht und diese jeweils mit ihrer Amplitude A, Dauer ∆t und
dem Zeitpunkt des Auftretens ab Messbeginn erfasst. Bestand ein Ereignis aus Amplituden
in positiver und negativer Richtung, so gibt die Amplitude A im Regelfall den Betrag der
Gesamtamplitude wieder (Maximum-Minimum-Abstand). Ausgenommen hiervon ist die
Bestimmung des Umkehrpotentials, bei der die Richtung der Amplitude berücksichtigt
wurde (bei positiver und negativer Amplitude innerhalb desselben Ereignisses wurde
die Differenz gebildet). In die Auswertung einbezogen wurden alle Ereignisse, die vom
desynchronisierten Feldpotential bzw. vom Ruhemembranpotential des Neurons abwichen,
charakteristisch für die Aktivität waren und nicht einem Artefakt zugeordnet werden
mussten. Für die Feldpotentialableitungen galt als Richtwert für die Mindestamplitude ein
Betrag von ≥ 0.05 mV. Bei beiden Messungen wurden Nachpotentiale direkt im Anschluss
an die Hauptaktivität dieser zugeordnet und nicht als gesonderte Ereignisse gewertet.
Ebenso stellten Aktionspotentiale keine eigenständigen Ereignisse dar, unabhängig davon,
ob sie mit einem Ereignis oder ektop auftraten. Synchron zur intrazellulären Messung
wurde das Feldpotential und der über die Patchpipette applizierte Strom registriert.
Abbildung 2.2 zeigt repräsentative Beispiele für gemessene Parameter anhand eines
kombiniert intra- und extrazellulär abgeleiteten Ereignisses.
Statistische Analyse Die im Ergebnisteil der Arbeit wiedergegebenen Mittelwerte sind
mit Standardfehler (±) angegeben. Zur statistischen Analyse kamen folgende Verfahren
zur Anwendung:
• Einfaktorielle Varianzanalyse (einfache ANOVA) für nicht-wiederholte Messungen
• Einfaktorielle Varianzanalyse (einfache ANOVA) für Messwiederholungen
• Zweifaktorielle Varianzanalyse (zweifache ANOVA) für Messwiederholungen
• Lineare Regression
Sollten in den Varianzanalysen die Mittelwerte einzelner Gruppen einer oder mehrerer
Messreihen untereinander verglichen werden, wurde das jeweils geeignete Nachtestver-
















Abbildung 2.2 Ausmessen eines Ereignisses in synchronen intra- und extrazellulären
Ableitungen; Aiz = 6.05 mV,∆tiz = 1.50 mV, Aez = 0.18 mV,∆tez = 1.47 mV. Mit
Ausnahme der Umkehrpotentialbestimmung wurden die Amplituden als Maximum-
Minimum-Abstand gemessen. Aktionspotentialentladungen gehen nicht in die Aus-
wertung ein.
Dunnett für den Vergleich mehrerer Interventionsgruppen gegen genau eine Kontroll-
gruppe) eingesetzt, um eine α-Fehler-Kumulierung zu vermeiden. Für die einfachen
Varianzanalysen sind für das Signifikanzniveau P -Werte, für die Nachtestverfahren die
95-Prozent-Konfidenzintervalle angegeben. Das Signifikanzniveau wurde auf 5 Prozent
für alle Untersuchungen festgelegt (P < 0.05). Testergebnisse mit P < 0.05 sind in
Abbildungen durch einen Stern (*) gekennzeichnet.
3 Ergebnisse
Blockiert man in in vitro Experimenten an Gehirnschnittpräparaten von Säugetieren die
glutamaterge synaptische Transmission durch D-AP5 (NMDA-Rezeptoren) und CNQX
(AMPA/Kainat-Rezeptoren) und appliziert den K+-Kanal-Blocker 4-Aminopyridin (4-
AP), kann mittels Feldpotentialmessungen und/oder intrazellulären Ableitungen eine
synchronisierte neuronale Aktivität beobachtet werden (Thesleff, 1980; Rutecki et al.,
1987; Yang und Benardo, 2002). Diese Aktivität lässt sich auch in der Großhirnrinde
erzeugen und breitet sich vom Zentrum ihrer Enstehung wellenhaft über den gesamten
Neocortex aus (Aram et al., 1991; Benardo, 1997; DeFazio und Hablitz, 2005;
Bandyopadhyay et al., 2006). Sie ist synaptischen Ursprungs und wird durch GABAA-
Rezeptoren vermittelt (Aram et al., 1991; Avoli et al., 1994). Diese Ereignisse werden
im Folgenden als »GABA-Wellen« bezeichnet.
In der vorliegenden Arbeit wurden diese GABA-Wellen an Wildtyp-, CX36KO- und
Cx45KO-Mäusen untersucht. Die Ergebnisse werden in zwei Abschnitten dargestellt:
Abschnitt 3.1 beschreibt den Zeitverlauf der GABA-Wellen sowie die Korrelation zwischen
extrazellulär registrierter Netzwerkaktivität und rhythmischer Aktivität in einem einzelnen
Neuron. In Abschnitt 3.2 wird die Entwicklung der GABA-Wellen in langdauernden
Feldpotentialmessungen (170 Minuten) und ihre pharmakologische Beeinflussbarkeit
durch Gap Junction Blocker beschrieben.
3.1 Elektrophysiologische Charakterisierung der
GABA-Wellen
Zur Charakterisierung der GABA-Wellen wurden simultan Einzelzellmessungen und
Feldpotentialregistrierungen an Gehirnschnittpräparaten des frontalen Cortex von Mäusen
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(P16-P30) mit unterschiedlichem Genotyp durchgeführt. Die abgeleiteten Neurone der Ge-
notypen Wildtyp, Cx36KO und Cx45KO wurden morphologisch und elektrophysiologisch
klassifiziert. Das Hauptaugenmerk lag dabei auf supra- und infragranulären Pyramidenzel-
len. Im Anschluss wurde die durch 4-AP induzierte, synchronisierte neocorticale Aktivität
über einen Zeitraum von 30 Minuten untersucht.
3.1.1 Beschreibung der untersuchten Neuronenpopulation
Es wurden 94 Neurone der Schichten II bis V aller drei Genotypen intrazellulär abgeleitet
und nach morphologischen und elektrophysiologischen Kriterien klassifiziert (McCor-
mick et al., 1985). Die Charakterisierung der Zellen ergab eine Aufteilung in folgende
Untergruppen:
• Supragranuläre Pyramidenzellen, reguläres Entladungsverhalten (PyrRS supra.)
• Infragranuläre Pyramidenzellen, reguläres Entladungsverhalten (PyrRS infra.)
• Interneurone, alle Subtypen, Schichten II bis V
Die Gruppe der Interneurone war somit sehr heterogen, so dass ihre Subtypen nicht für
Gruppenvergleiche herangezogen wurden. Von den abgeleiteten Pyramidenzellen wurden
vier als sog. »bursting pyramidal cells« identifiziert. Bei überschwelliger Depolarisation
traten in diesen Neuronen zu Beginn des Strompulses kurze, hochfrequente Aktionspo-
tentialentladungen (»bursts«) auf. Dieser Neurontyp kommt selten vor und wurde daher
keiner der genannten Gruppen zugeordnet.
3.1.1.1 Die Neuronencharakterisierung am Beispiel einzelner Zellen
Für jedes untersuchte Neuron wurden zur Charakterisierung neben dem Eingangswi-
derstand die Parameter Entladungsverhalten, DIC-Infrarotbild und Strom-Spannungs-
Beziehung ermittelt. Die Abbildungen 3.1 (supragranuläre Pyramidenzelle, Schicht III,
Cx36KO), 3.2 (infragranuläre Pyramidenzelle, Schicht V, Cx45KO) und 3.3 (regulär
entladendes Interneuron, Schicht IV, Cx36KO) zeigen diese Parameter exemplarisch für
je ein Neuron aus den drei genannten Neuronenklassen. Im Vergleich der Abbildungen
3.1a/3.2a mit den Abbildungen 3.1b/3.2b (Entladungsverhalten) sowie 3.1d und 3.2d











(a) Entladungsverhalten des Neurons in Abhän-

























(oben) und entsprechende Spannungsantworten
des Neurons (unten).
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(d) Strom-Spannungs-Beziehung, rot: initiale Pha-
se, blau: steady state.
Abbildung 3.1 (a)-(d): Charakterisierung einer supragranulären Pyramidenzelle, Schicht
III, Cx36KO; RMP : -70.9mV, RN : 73.55MΩ, τ : 20.45ms. (c) Die Pfeilspitzen (»>«)
kennzeichnen einen weiteren Neuriten (Axon oder Dendrit), der Richtung Pia mater
(oberer Bildrand) verläuft.











(a) Entladungsverhalten des Neurons in Abhän-

























(oben) und entsprechende Spannungsantworten
des Neurons (unten).
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Strom [nA]
(d) Strom-Spannungs-Beziehung, rot: initiale Pha-
se, blau: steady state.
Abbildung 3.2 (a)-(d): Charakterisierung einer infragranulären Pyramidenzelle, Schicht
V, Cx45KO; RMP : -66.4mV, RN : 49.61MΩ, τ : 14.85ms. (c): Die Pfeilspitzen (»>«)
kennzeichnen einen weiteren Dendriten, der Richtung Pia mater (oberer Bildrand) verläuft.











(a) Entladungsverhalten des Neurons in Abhän-






























(oben) und entsprechende Spannungsantworten
des Neurons (unten).
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(d) Strom-Spannungs-Beziehung, rot: initiale Pha-
se, blau: steady state.
Abbildung 3.3 (a)-(d): Regulär entladendes Interneuron, Schicht IV, Cx36KO.
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(Strom-Spannungs-Beziehung) wird deutlich, wie sich supra- und infragranuläre Pyrami-
denzellen in ihren elektrophysiologischen Charakteristika ähnelten. Morphologisch wiesen
beide Zellen (vgl. Abb. 3.1c und 3.2c) das typische, pyramidenförmige Zellsoma (zs) sowie
den kräftigen Stamm des apikalen Dendritenbaumes (d) auf, der Richtung Pia mater
(oberer Bildrand) verläuft. Es zeigte sich außerdem, dass infragranuläre Pyramidenzellen
deutlich größer waren als supragranuläre Pyramidenzellen.
Am Beispiel eines regulär entladenden Interneurons (s. Abb. 3.3) werden typische
Unterschiede zwischen Interneuronen und Pyramidenzellen deutlich. Morphologisch fällt
in Abbildung 3.3c das Fehlen des apikalen Dendritenbaumes auf; der sichtbare Dendrit
ist nicht, wie bei Pyramidenzellen üblich (s. Abb. 3.1c und 3.2c) zur Cortexoberfläche
(oberer Bildrand) orientiert. Elektrophysiologisch erkennt man hinsichtlich des Entla-
dungsverhaltens die für einige Interneurone typische schnelle Nachhyperpolarisation
nach dem Aktionspotential (Abbildung 3.3a, oberer Pfeil). Außerdem zeigte sich eine
im Vergleich insgesamt höhere Aktionspotentialfrequenz bei gleichen Reizstromstärken
sowie eine Abnahme von Amplitude und Frequenz der Aktionspotentiale mit der Zeit
(s. Abb. 3.3a, unterer Pfeil). In Abbildung 3.3b erkennt man, wie durch den größten
hyperpolarisierenden Strompuls in der Spannungsantwort zunächst ein negatives Maximum
entstand, das mit der Zeit auf ein positiveres, neues Gleichgewicht abfiel. Dieser Abfall
wird als »Sag« bezeichnet (Stafstrom et al., 1984). Seine Ursache ist ein langsam
aktivierender und einwärtsgleichrichtender Kationenstrom (H- oder Q-Strom), der durch
die Hyperpolarisation des Membranpotentials angeregt wird (Constanti und Galvan,
1983). Dieser »Sag« war bei Interneuronen des Neocortex deutlich länger und stärker
ausgeprägt als bei Pyramidenzellen (zum Vergleich s. Abb. 3.1b und 3.2b).
3.1.1.2 Betrachtung der untersuchten Neuronenpopulation insgesamt
Die Tabelle 3.1 zeigt die Anzahl n, das Alter (Tage P postnatal) sowie die erhobenen
elektrophysiologischen Parameter Ruhemembranptential (RMP ), Eingangswiderstand
(RN ) und somatische Membranzeitkonstante (τ) der drei Neuronenklassen in den Ge-
notypen Wildtyp, Cx36KO und Cx45KO. Genotypübergreifend wurden insgesamt 46
supragranuläre Pyramidenzellen mit regulärem Entladungsverhalten abgeleitet. Das RMP
lag bei −68±0.65 mV, RN bei 132±6.6 MΩ, τ bei 26±1.1 ms und das Alter bei P22±0.46
Tagen. Die Gesamtzahl infragranulärer Pyramidenzellen betrug 25, das RMP lag bei
−66 ± 0.54 mV, für RN ergaben sich 113 ± 9.0 MΩ, für τ 23 ± 1.4 ms, für das Alter
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Genotyp Parameter PyrRS supra. PyrRS infra. Interneurone
Wildtyp n 18 9 4
RMP [mV] −68± 1.1 −65± 0.78 −74± 3.2
RN [MΩ] 127± 7.7 105± 19 147± 31
τ [ms] 25± 1.5 23± 2.2 16± 5.8
Alter [P] 20± 0.47 22± 0.7 21± 0.95
Cx36KO n 20 7 8
RMP [mV] −69± 0.81 −66± 1.3 −67± 1.2
RN [MΩ] 118± 11 131± 9.0 107± 24
τ [ms] 23± 1.6 26± 3.3 24± 3.5
Alter [P] 24± 0.64 24± 0.92 22± 1.0
Cx45KO n 8 9 7
RMP [mV] −67± 1.9 −66± 0.91 −68± 1.5
RN [MΩ] 179± 12 107± 15 162± 26
τ [ms] 31± 5.9 21± 2.1 24± 3.7
Alter [P] 22± 1.2 23± 1.4 21± 1.7
Tabelle 3.1 Charakterisierung der Neuronenpopulation: Wildtyp, CX36KO, Cx45KO. n :
Anzahl, RMP : Ruhemembranpotential, RN : Eingangswiderstand, τ : somatische
Membranzeitkonstante, P : Tage postnatal.
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P23±0.61 Tage. Insgesamt wurden 19 Interneurone abgeleitet. Hierunter befanden sich 13
Interneurone mit regulärem Entladungsverhalten (regular spikig non-pyramidal neurons),
vier Interneurone mit verzögertem Entladungsverhalten (late spiking interneurons), zwei
schnell entladende Interneurone (fast spiking interneurons) und ein Interneuron mit
niedrigschwelligem Entladungsverhalten (low threshold spiking interneuron) (McCormick
et al., 1985). In der Interneuron-Gruppe lag das RMP bei −69± 1.2 mV, für RN ergaben
sich 136±15 MΩ und für τ 23±2.3 ms. Das Alter der Schnittpräparate lag bei P22 ±0.77
Tagen.
3.1.2 Der Zeitverlauf der GABA-Wellen
Zunächst sollte der typische Zeitverlauf der GABA-Wellen in intra- und extrazellulären
Ableitungen beschrieben werden. Dies geschah anhand von 31 langdauernden Feldpotential-
ableitungen sowie 100 simultanen intra- und extrazellulären Ableitungen über 30 Minuten.
In allen drei untersuchten Genotypen waren in sämtlichen Messungen GABA-Wellen zu
beobachten, wobei jedes derartige Ereignis durch seine Amplitude A und seine Dauer
∆t definiert war. Sowohl intra- als auch extrazellulären Ereignissen folgten gelegentlich
kleinere Nachpotentiale, was vor allem bei GABA-Wellen größerer Amplitude der Fall
war und de- wie hyperpolarisierende Ereignisse gleichermaßen betraf. Die GABA-Wellen
traten mit unterschiedlicher Polarität auf, wobei zwischen intra- und extrazellulären
Ableitungen unterschieden werden musste.
3.1.2.1 Die Polarität der GABA-Wellen in intrazellulären Ableitungen
In intrazellulären Ableitungen konnten drei grundlegende Zeitverläufe von GABA-Wellen
identifiziert werden:
• GABA-Wellen mit rein depolarisierender Komponente
• GABA-Wellen mit rein hyperpolarisierender Komponente
• GABA-Wellen mit depolarisierender und hyperpolarisierender Komponente
























































(d) Cx36-Knockout, Pyramidenzelle, Schicht III.
Abbildung 3.4 (a)-(d): Repräsentative Zeitverläufe intrazellulärer GABA-Wellen, dargestellt
mit der simultan abgeleiteten Feldpotentialmessung und in (b) mit Strominjektion in das
Neuron. Aktionspotentiale sind nicht in voller Höhe abgebildet.
3.1 Elektrophysiologische Charakterisierung der GABA-Wellen 51
Eine GABA-Welle galt als beendet, sobald sich das Ruhemembranpotential wieder
eingestellt hatte. Abbildung 3.4 zeigt repräsentative intrazelluläre Zeitverläufe von GABA-
Wellen aus simultan abgeleiteten intra- und extrazellulären Messungen an neocorticalen
Neuronen. In intrazellulären Ableitungen war die Polarität der GABA-Wellen eine Funk-
tion des Membranpotentials zum Zeitpunkt ihrer Entstehung. Dies bedeutet, negativere
Membranpotentiale führten zu depolarisierenden (s. Abb. 3.4a und 3.4b), positivere
Membranpotentiale zu hyperpolarisierenden Ereignissen (s. Abb. 3.4d). Bei bestimmten
Werten für das Membranpotential konnten GABA-Wellen mit positiver und negativer
Komponente registriert werden (s. Abb. 3.4c). Somit existierte für die GABA-Wellen
ein Umkehrpotential, auf das in Abschnitt 3.1.2.3 näher eingegangen wird. Ferner ist zu
beachten, dass in Abbildung 3.4b für den intrazellulär applizierten Strompuls ein Korrelat
in der intrazellulären Ableitung, nicht aber in der extrazellulären Ableitung existierte.
Dies zeigt, dass es sich bei der Feldpotentialableitung tatsächlich um eine Messung des
Summenpotentials einer Vielzahl von Neuronen handelte. In Bezug auf die Korrelation von
Aktionspotentialentadung und GABA-Wellen konnten drei verschiedene Konstellationen
unterschieden werden:
• Aktionspotentialentladung im Verlauf der GABA-Wellen
• Sporadische ektope Aktionspotentialentladungen ohne Bezug zu GABA-Wellen
• Dauerentladungen ektoper Aktionspotentiale ohne Bezug zu GABA-Wellen
Aktionspotentialentladungen während der GABA-Wellen traten häufig auf und entstanden
nicht nur aus depolarisierenden, sondern auch aus hyperpolarisierenden Ereignissen (s.
Abb. 3.4d). Sporadische ektope Aktionspotentialentladungen ohne Bezug zu GABA-Wellen
konnten ebenfalls häufig beobachtet werden; sie wurden bereits von anderen Arbeits-
gruppen ausführlich beschrieben (Keros und Hablitz, 2005). Ektope Aktionspotential-
Dauerentladungen ohne Bezug zu GABA-Wellen stellten hingegen ein seltenes Ereignis
dar. Auf eine mehrfach reversible, spontane Dauerentladung einzelner Neurone unter
4-AP wird in Abschnitt 3.1.2.4 näher eingegangen.
3.1.2.2 Die Polarität der GABA-Wellen in extrazellulären Ableitungen
In Feldpotentialableitungen zeigten sich die GABA-Wellen als spontane, synchronisier-
te Spannungsabweichungen, deren Polarität durch die temporäre Stromquellen- und
Stromsenkenverteilung im Extrazellulärraum bestimmt wurde. Diese beruhte auf der








































(f) Amplitude positiv-negativ, Nachpotentiale
(»np«).
Abbildung 3.5 (a)-(f): Typische Zeitverläufe von GABA-Wellen in neocorticalen Feldpotential-
ableitungen. (b)-(f): Pfeile: Populations-Spikes. (e)-(f): »np«: Nachpotentiale.
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synaptischen Aktivität in einer Vielzahl von Neuronen. Über lange Messzeiträume wurden
außerdem charakteristische Veränderungen der Zeitverläufe als Ausdruck einer Umstruk-
turierung im GABAergen neocorticalen Netzwerk registriert. Auf sie wird in Abschnitt
3.2.1 im Rahmen der Analyse der langdauernden Feldpotentialmessungen eingegangen.
Aus extrazellulären Ableitungen im Hippocampus (CA1) ist bekannt, dass die Aktionspo-
tentialaktivität einer Zellpopulation in der Feldpotentialmessung als »Polulations-Spike«
(population spike) registriert werden kann (Buckle und Haas, 1982). Solche Populations-
Spikes waren sowohl in den simultan als auch einzeln abgeleiteten Feldpotentialen dieser
Arbeit nachweisbar. Abbildung 3.5 zeigt Beispiele für typische Zeitverläufe extrazellulär
abgeleiteter GABA-Wellen; die Pfeile markieren jeweils Populations-Spikes.
3.1.2.3 Das Umkehrpotential der GABA-Wellen
In intrazellulären Ableitungen ließen sich für positivere Ausgangsmembranpotentiale
hyperpolarisierende, für negativere Ausgangsmembranpotentiale depolarisierende GABA-
Wellen beobachten. Dieser Effekt trat auch auf, wenn das RMP im Current-Clamp-
Modus manipuliert und über positive oder negative intrazelluläre Strominjektion auf neue
Membranpotentiale eingestellt wurde. Beispiele für Zeitverläufe von GABA-Wellen auf
unterschiedlich »geklemmten« Membranpotentialen im selben Neuron sind in Abbildung
3.6 dargestellt. Hinsichtlich der Amplitudengrößen der GABA-Wellen ergab sich, dass
diese eine lineare Funktion des Membranpotentials der Form y = a+bx+u zum Zeitpunkt
der Entstehung der GABA-Wellen waren. Die GABA-Wellen verfügten also über ein
Umkehrpotential, das bestimmt werden sollte. In Abbildung 3.6 ist außerdem zu erkennen,
wie auch aus hyperpolarisierenden GABA-Wellen Entladungen entstehen können (»hs«,
3.6b). Entladungen während der GABA-Wellen gehen mit Populations-Spikes in der
simultan abgeleiteten Feldpotentialmessung einher (s. Abb. 3.6b, 3.6c, 3.6d; Pfeile).
Zur Bestimmung des Umkehrpotentials der GABA-Wellen wurden 1948 GABA-Wellen
aus 48 Neuronen ausgewertet, die innerhalb von 30 Minuten nach Applikation von
4-AP und Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission entstanden waren.
Wurden für jeden Genotyp (Wildtyp, Cx36KO, und Cx45KO) alle Neuronenklassen
zusammengefasst betrachtet, ergab dies für den Wildtyp ein Umkehrpotential von
−74±1.6 mV, für den Cx36KO von −74±0.91 mV und für den Cx45KO von −71±2.4 mV.
In der Varianzanalyse mit dem Nachtestverfahren nach Bonferroni ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen drei Gruppen (95%-KI: für Wildtyp vs.






























(b) Depolarisation auf −69.5 mV: zu erkennen ist




























(d) Hyperpolarisation auf −91.0 mV: positive
GABA-Welle.
Abbildung 3.6 (a)-(d): Beispiele für GABA-Wellen zur Bestimmung des Umkehrpotentials im
selben Neuron (Pyramidenzelle, Schicht II/III, Cx36KO), 10-20 Minuten nach Substanzappli-
kation. (b): »hs«: Entladungen, die aus der Hyperpolarisation entstanden. (b)-(d): Pfeile:
Aktionspotentiale simultan zum Populations-Spike in der Feldpotentialableitung.
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Abbildung 3.7 Regressionsgerade und 99-Prozent-Konfidenzband für das Umkehrpotential
(−73.40± 0.83 mV) von 1948 GABA-Wellen (48 Neurone; Wildtyp, Cx36KO und Cx45KO).
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Cx36KO −4.232 bis 5.198, für Wildtyp vs. Cx45KO −8.481 bis 3.089 und für Cx36KO
vs. Cx45KO −8.652 bis 2.294). Wurde das Umkehrpotential einzelner Neuronenklassen
(supragranuläre Pyramidenzellen (PyrRS supra.), infragranuläre Pyramidenzellen (PyrRS
infra.), Interneurone) genotypübergreifend verglichen, so ergab sich für GABA-Wellen in su-
pragranulären Pyramidenzellen ein Umkehrpotential von −75±1.1 mV, in infragranulären
Pyramidenzellen von −73±1.1 mV und in der Gruppe der Interneurone von −71±1.9 mV.
Hier zeigte sich in der Varianzanalyse mit dem Nachtestverfahren nach Bonferroni kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Neuronenklassen (95%-KI:
PyrRS supra. vs. PyrRS infra. −7.091 bis 3.076, PyrRS supra. vs. Interneurone −9.437
bis 0.07328 und PyrRS infra. vs. Interneurone −8.066 bis 2.717).
Aufgrund dieser Ergebnisse wurden zur Bestimmung des Umkehrpotentials insgesamt
die Messungen aus den verschiedenen Neuronenklassen (PyrRS supra., PyrRS infra. und
Interneurone) sowie Genotypen (Wildtyp, Cx36KO und Cx45KO) zusammengefasst
ausgewertet. Hiernach lag das zell- und genotypübergreifende Umkehrpotential der
GABA-Wellen bei −73.40 ± 0.83 mV. Abbildung 3.7 zeigt die 1948 Datenpunkte mit
der zugehörigen linearen Regressionsgerade und dem 99-Prozent-Konfidenzband. Die
Steigung der Regressionsgeraden (−0.5349±0.01263) war signifikant von Null verschieden
(P < 0.0001), der Korrelationskoeffizient r nach Pearson betrug −0.6925.
3.1.2.4 Mehrfach reversible Dauerentladungen neocorticaler Neurone unter
4-Aminopyridin
Innerhalb von 30 Minuten nach Applikation von 4-AP und Blockade der glutamatergen
synaptischen Transmission ließen sich neben GABA-Wellen auch ektope Aktionspotentiale
identifizieren, die spontan aus dem Membranpotential generiert wurden und keinen Bezug
zu GABA-Wellen hatten. Diese waren von Aktionspotentialen zu unterscheiden, die
während der GABA-Wellen auftraten und sowohl aus der Depolarisation als auch aus
der Hyperpolarisation enstehen konnten (Beispiele s. Abb. 3.6b, 3.6c und 3.6d). In der
Regel handelte es sich bei ektopen Aktionspotentialen um sporadische Einzelereignisse
oder kurze Entladungen (bursts), deren Ursache vermutlich eine generelle Absenkung der
Erregungsschwelle in Neuronen durch 4-AP ist (Keros und Hablitz, 2005).
In der vorliegenden Arbeit allerdings konnten darüber hinaus sechs Neurone abgeleitet
werden, die neben der Entstehung von GABA-Wellen auch eine – nach Aus- und wieder



















(a) 500 s nach Einwaschen von 4-AP, CNQX und














(b) Ca. 60 s nach (a): Vergrößerte Ansicht ei-
ner GABA-Welle mit vor- und nachgelager-
ten ektopen Aktionspotentialen sowie Aktions-




















(c) Aktionspotentialentladungen auch unter Hy-



















(d) 410 s nach Auswaschen der Pharmaka: Sistieren




















(e) 400 s nach erneutem Einwaschen der Pharmaka:
erneut GABA-Wellen und ektope Aktionspo-
tentiale.
Abbildung 3.8 (a)-(e): Reversibles ektopes Entladungsverhalten unter 4-AP, FS-Interneuron,
Schicht II, Wildtyp. Beachtenswert in technischer Hinsicht ist die in (c) erkennbare Abnahme
der Frequenz des Aktionspotentialkorrelats in der Feldpotentialableitung bei Zunahme der
intrazellulären Aktionspotentialfrequenz nach Rückkehr des Neurons auf das RMP . Dieser
Effekt ist durch Filtereinstellungen am Signalverstärker bedingt. (e), Pfeil: Während der
GABA-Welle steigt die Aktionspotentialfrequenz dergestalt, dass es zu einem Kurzschluss der
Aktionspotentiale kommt.
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Einwaschen der applizierten Pharmaka – mehrfach reversible, permanente Entladung
von Aktionspotentialen zeigten. Solche Neurone wurden in jedem der drei Genotypen
identifiziert (3 × Wildtyp, 2 × Cx45KO und 1 × Cx36KO). Es handelte sich um
vier Pyramidenzellen mit regulärem und um eine Pyramidenzelle mit »burst«-artigem
Entladungsverhalten (bursting pyramidal neuron, IB-Neuron) aus sowohl supragranulären
(n = 2) wie infragranulären (n = 3) neocorticalen Schichten. Außerdem zeigte ein
FS-Interneuron (fast spiking interneuron) der Schicht II dieses Entladungsverhalten.
Exemplarisch ist dieses mehrfach reversible, spontane Entladungsverhalten in Abbildung
3.8 dargestellt: Unter Einfluss von 4-AP und Blockade der glutamatergen synaptischen
Transmission entstanden sowohl GABA-Wellen, die in ihrem Zeitverlauf von Aktions-
potentialen begleitet wurden, als auch eine andauernde, ektope Dauerentladung von
Aktionspotentialen ohne Bezug zu GABA-Wellen. Eine Hyperpolarisation der Zelle auf
−90 mV im Current-Clamp Modus führte nicht zu einem Sistieren der Aktivität; lediglich
eine Reduktion der Frequenz der Aktionspotentiale konnte beobachtet werden (s. Abb.
3.8c). Diese Dauerentladungen waren mehrfach reversibel: nach Auswaschen von 4-AP,
CNQX und D-AP5 kamen sowohl die GABA-Wellen als auch die ektopen Aktionspotentiale
zum Erliegen (s. Abb. 3.8d); erneutes Ein- und Auswaschen führten wiederum zu Auf-
und Abklingen beider Aktivitätsmuster (s. Abb. 3.8e).
3.1.3 Analyse der GABA-Wellen in simultanen intra- und
extrazellulären Ableitungen verschiedener Genotypen
3.1.3.1 Entwicklung der Frequenz der GABA-Wellen über 30 Minuten
Zunächst wurde untersucht, inwiefern sich die Frequenz der GABA-Wellen zwischen den
drei untersuchten Genotypen zelltypübergreifend unterschied. Hierzu wurden über 30
Minuten simultane intra- und extrazellulären Ableitungen nach Applikation von 4-AP
und Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission durchgeführt. Sowohl in der
Kontrollgruppe (Wildtyp, n = 33) als auch im Cx36KO (n = 35) und im Cx45KO (n = 26)
traten GABA-Wellen auf. In jedem der untersuchten Genotypen wurde intrazellulär eine
höhere Frequenz an Ereignissen registriert als extrazellulär. Abbildung 3.9 zeigt die
durchschnittliche Frequenz der GABA-Wellen in Messzeitblöcken von jeweils 10 Minuten
in Wildtyp, Cx36KO und Cx45KO. Innerhalb des 30-minütigen Messzeitraumes stieg
und fiel die Frequenz der GABA-Wellen also sowohl intra- als auch extrazellulär in






















































(c) Cx45KO, n = 26, Datenpunkte: 10 min∅
Abbildung 3.9 Entwicklung der Frequenz der GABA-Wellen über 30min in Wildtyp, Cx36KO
und Cx45KO. Simultan abgeleitete intra- und extrazelluläre Messungen aus 94 Gehirnschnitt-
präparaten.
































































(c) Dauer, Balken: 30 min∅
Abbildung 3.10 (a)-(c): Parameter der GABA-Wellen in den intrazellulären Ableitungen von
Wildtyp, Cx36KO und Cx45KO innerhalb von 30 Minuten. Für Frequenz und Dauer der
GABA-Welle fanden sich für den Cx36KO statistisch signifikante Unterschiede im Vergleich
zum Wildtyp.
charakteristischer Weise: es zeigte sich ein Anstieg von 0-10 Minuten, ein Maximum
bei 10-20 Minuten und ein Abfall bei 20-30 Minuten. Dieser An- und Abstieg ensprach
dem Verlauf, der auch in Abschnitt 3.2.1 für die langdauernden Feldpotentialableitungen
beobachtet werden konnte.
3.1.3.2 Frequenz, Amplitude und Dauer der GABA-Wellen in
intrazellulären Messungen
Weiterhin wurde betrachtet, inwieweit sich die Frequenz, Amplitude und Dauer der
GABA-Wellen, die innerhalb von 30 Minuten nach Messbeginn intrazellulär auftraten,
zwischen den verschiedenen Genotypen unterschieden. Die Ergebnisse dieser Messungen
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sind in Abbildung 3.10 dargestellt. Die Frequenz der GABA-Wellen betrug im Wildtyp
(n = 33) 1.2 ± 0.076 min−1, im Cx36KO (n = 35) 1.6 ± 0.076 min−1 und im Cx45KO
(n = 26) 1.3 ± 0.066 min−1. Für den Cx36KO ergab sich somit in der Varianzanalyse
(ANOVA) mit dem Nachtestverfahren nach Dunnett eine statistisch signifikant höhere
Frequenz im Vergleich zum Wildtyp (95%-KI: −0.5770 bis −0.1242). Der Unterschied
der Frequenz zwischen Wildtyp und Cx45KO war hingegen statistisch nicht signifikant
(95%-KI: −0.3035 bis 0.1858). Die Amplitude betrug in der Kontrollgruppe 5.0±0.22 mV,
im Cx36KO 4.9 ± 0.26 mV und im Cx45KO 5.8 ± 0.38 mV. Hier fanden sich weder
im Vergleich von Wildtyp mit dem Cx36KO (95%-KI: −0.8404 bis 0.8704), noch im
Vergleich von Wildtyp und Cx45KO statistisch signifikante Unterschiede (95%-KI: −1.815
bis 0.03430). Die Dauer der GABA-Wellen betrug in der Kontrollgruppe 3.8± 0.34 s, im
Cx36KO 2.4± 0.20 s und im Cx45KO 3.2± 0.31 s. Sie war hierbei im Cx36KO statistisch
signifikant niedriger als im Wildtyp (95%-KI: 0.5248 bis 2.271), der Unterschied zwischen
der Kontrollgruppe und dem Cx45KO war statistisch nicht signifikant (95%-KI: −0.3369
bis 1.550).
3.1.3.3 Frequenz, Amplitude und Dauer der GABA-Wellen in
extrazellulären Messungen
Analog zu Abschnitt 3.1.3.2 wurde betrachtet, inwieweit sich die Freuenz, Amplitude und
Dauer der GABA-Wellen, die innerhalb von 30 Minuten nach Messbeginn extrazellulär
auftraten, zwischen den untersuchten Genotypen unterschieden. Die Ergebnisse dieser
Messungen sind in Abbildung 3.11 dargestellt. Die Frequenz der GABA-Wellen betrug
im Wildtyp (n = 33) 0.92 ± 0.043 min−1, im Cx36KO (n = 35) 1.2 ± 0.052 min−1 und
im Cx45KO (n = 26) 0.92± 0.051 min−1. Somit lag die Frequenz in den extrazellulären
Ableitungen in allen drei Genotypen niedriger als in den intrazellulären Messungen. Auch
für die extrazellulären Messungen ergab sich für den Cx36KO in der Varianzanalyse
(ANOVA) mit dem Nachtestverfahren nach Dunnett eine statistisch signifikant höhere
Frequenz verglichen mit dem Wildtyp (95%-KI: −0.4014 bis −0.1016). Wie auch bei den
intrazellulären Messungen war der Unterschied der Frequenzen zwischen Wildtyp und
Cx45KO statistisch nicht signifikant (95%-KI: −0.1629 bis 0.1611). Auch die extrazellulär
abgeleitete Amplitude war in allen drei Genotypen niedriger als die intrazelluär abgeleitete.
Sie betrug in der Kontrollgruppe 1.5 ± 0.073 mV, im Cx36KO 1.3 ± 0.031 mV und im
Cx45KO 1.4 ± 0.058 mV. Hier fand sich beim Vergleich von Wildtyp und Cx36KO
ein statistisch signifikanter Unterschied (95%-KI: 0.02989 bis 0.3719). Im Vergleich






























































(c) Dauer, Balken: 30 min∅
Abbildung 3.11 Parameter der GABA-Wellen in den extrazellulären Ableitungen von Wildtyp,
Cx36KO und Cx45KO innerhalb von 30 Minuten. Für Frequenz und Amplitude der GABA-
Wellen fanden sich im Cx36KO statistisch signifikante Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp.
3.1 Elektrophysiologische Charakterisierung der GABA-Wellen 63
von Wildtyp und Cx45KO zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied (95%-
KI: −0.1215 bis 0.2482). Die Dauer der GABA-Wellen betrug in der Kontrollgruppe
0.12 ± 0.0069 s, im Cx36KO 0.11 ± 0.0056 s und im Cx45KO 0.12 ± 0.0066 s. Hier
gab es weder zwischen Wildtyp und Cx36KO (95%-KI: −0.01381 bis 0.02514), noch
zwischen Wildtyp und Cx45KO statistisch signifikante Unterschiede (95%-KI: −0.01772
bis 0.02437).
3.1.3.4 Vergleich der GABA-Wellen zwischen verschiedenen Zelltypen im
Wildtyp
Es sollte nun untersucht werden, ob sich innerhalb der Kontrollgruppe (Wildtyp) im
Zeitraum von 30 Minuten nach Applikation von 4-AP und Blockade der glutamater-
gen synaptischen Transmission ein Unterschied in Frequenz, Amplitude oder Dauer
der GABA-Wellen zwischen den verschiedenen Zellpopulationen ergab. Hierzu wurden
folgende Populationen betrachtet: 1. supragranuläre Pyramidenzellen, 2. infragranuläre
Pyramidenzellen und 3. Interneurone. Der Vergleich wurde anhand 18 supragranulärer
Pyramidenzellen (reguläres Entladungsverhalten, PyrRS supra.), 9 infragranulärer Pyrami-
denzellen (reguläres Entladungsverhalten, PyrRS inra.) und 4 Interneuronen durchgeführt.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.12 dargestellt. Bei den supragranulären Pyramiden-
zellen fand sich eine nahezu identische Frequenz der GABA-Wellen (1.3 ± 0.12 min−1)
wie bei den infragranulären Pyramidenzellen (1.3 ± 0.11 min−1). Die Frequenz in den
Interneuronen lag niedriger, bei 0.97± 0.12 min−1. Ebenfalls ähnliche Werte fanden sich
für die Amplituden bei supragranulären (4.8 ± 0.35 mV) und infragranulären Pyrami-
denzellen (4.8 ± 0.19 mV). In den Interneuronen lag diese mit 6.1 ± 0.68 mV höher.
Auch die Dauer war bei Interneuronen länger (5.3 ± 1.3 s) als bei supragranulären
(3.7± 0.45 s) oder infragranulären Pyramidenzellen (3.2± 0.61 s). Hierbei fand sich in der
Varianzanalyse (einfache ANOVA) allerdings kein signifikanter Unterschied für Frequenz
(P = 0.4282), Amplitude (P = 0.1897) oder Dauer der GABA-Wellen (P = 0.2134). Auch
im Bonferroni-Nachtestverfahren ergab der Vergleich der einzelnen Neuronengruppen
untereinander (PyrRS supra. vs. PyrRS infra., PyrRS supra. vs. Interneurone und PyrRS
infra. vs. Interneurone) weder für Frequenz (95%-KI: −0.5178 bis 0.4122 bzw. −0.3379
bis 0.9213 und −0.3400 bis 1.029), noch für Amplitude (95%-KI: −1.360 bis 1.269 bzw.
−3.066 bis 0.4933 und −3.176 bis 0.6939) oder Dauer (95%-KI: −1.583 bis 2.527 bzw.
−4.436 bis 1.129 und −5.150 bis 0.8994) einen statistisch signifikanten Unterschied.












































































(c) Dauer, 30 min∅
Abbildung 3.12 Vergleich der GABA-Wellen zwischen supragranulären Pyramidenzellen, infra-
granulären Pyramidenzellen und der Interneuron-Gruppe innerhalb von 30 Minuten imWildtyp.
Es fanden sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Zellpopulationen.























































(c) Dauer, 30 min∅
Abbildung 3.13 Supragranuläre Pyramidenzellen: Kontrolle vs. Cx36KO. Die GABA-Wellen
waren im Cx36KO durch eine statistisch signifikant höhere Frequenz im Vergleich zu den
supragranulären Pyramidenzellen im Wildtyp gekennzeichnet.
3.1.3.5 Cx36KO und Cx45KO vs. Wildtyp: supragranuläre Pyramidenzellen
Nun sollte betrachtet werden, inwiefern sich GABA-Wellen, die in supragranulären
Pyramidenzellen auftraten, unterschieden, wenn sie in verschiedenen Genotypen abgeleitet
wurden.
Cx36KO vs. Wildtyp Es wurde überprüft, ob sich Frequenz, Amplitude oder Dauer
der GABA-Wellen in supragranulären Pyramidenzellen der Kontrollgruppe (Wildtyp,
n = 18) von derjenigen im Cx36KO (n = 20) innerhalb von 30 Minuten nach Applikation
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von 4-AP und Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission unterschieden. Die
grafische Darstellung findet sich in Abbildung 3.13. Die Frequenz war in der Kontrollgruppe
mit 1.3± 0.12 min−1 in der Varianzanalyse (ANOVA) mit dem Nachtestverfahren nach
Dunnett signifikant niedriger als im Cx36KO mit 1.8± 0.097 min−1 (95%-KI: −0.8956
bis −0.2000). Die Amplituden (Kontrolle: 4.8 ± 0.34 mV, Cx36KO: 4.6 ± 0.28 mV)
unterschieden sich nicht signifikant voneinander (95%-KI: −0.8732 bis 1.225). Auch
für die Dauer der GABA-Wellen (Kontrolle: 3.7± 0.45 s, Cx36KO: 2.6± 0.31 s) ergab sich
kein statistisch signifikanter Unterschied (95%-KI: −0.07878 bis 2.289).
Cx45KO vs. Wildtyp Es wurde verglichen, ob sich Frequenz, Amplitude oder Dau-
er der GABA-Wellen zwischen supragranulären Pyramidenzellen der Kontrollgruppe
(Wildtyp, n = 18) von derjenigen im Cx45KO (n = 8) innerhalb von 30 Minuten
nach Applikation von 4-AP und Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission
unterschieden. Hierbei ergaben sich in der Varianzalanyse (ANOVA) im Nachtestverfahren
nach Dunnett keine statistisch signifikanten Unterschiede. Die Frequenz der GABA-
Wellen betrug 1.3± 0.12 min−1 im Wildtyp, verglichen mit 1.4± 0.15 min−1 im Cx45KO
(95%-KI: −0.6132 bis 0.2966). Für die Amplitude fand sich ein Wert von 4.8± 0.35 mV
in der Kontrollgruppe gegenüber 5.8± 0.59 mV im Cx45KO (95%-KI: −2.331 bis 0.4134).
Die Dauer betrug in der Kontrollgruppe 3.7± 0.45 s, im Cx45KO 3.8± 0.42 s (95%-KI:
−1.664 bis 1.433).
3.1.3.6 Cx36KO und Cx45KO vs. Wildtyp: infragranuläre Pyramidenzellen
Es wurde weiterhin untersucht, inwiefern sich GABA-Wellen in infragranulären Pyrami-
denzellen zwischen den untersuchten Genotypen unterschieden.
Cx36KO vs. Wildtyp Es wurde verglichen, ob sich Frequenz, Amplitude oder Dauer
der GABA-Wellen zwischen infragranulären Pyramidenzellen der Kontrollgruppe (Wildtyp,
n = 9) von derjenigen im Cx36KO (n = 7) innerhalb von 30 Minuten nach Applikation von
4-AP und Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission unterschieden. Hierbei
ergaben sich in der Varianzanalyse (ANOVA) mit anschließendem Nachtestverfahren
nach Dunnett keine statistisch signifikanten Unterschiede. Die Frequenz der GABA-
Welle betrug in der Kontrollgruppe 1.3 ± 0.11 min−1 im Vergleich zum Cx36KO mit
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1.3 ± 0.085 min−1 (95%-KI: −0.3197 bis 0.3372). Für die Amplitude ergaben sich
4.8± 0.19 mV in der Kontrollgruppe im Vergleich zu 6.1± 0.88 mV im Cx36KO (95%-KI:
−2.976 bis 0.4381). Die Dauer der GABA-Wellen betrug in der Kontrollgruppe 3.2±0.61 s
und 2.2± 0.20 s im Cx36KO (95%-KI: −0.6194 bis 2.748).
Cx45KO vs. Wildtyp Es wurde verglichen, ob sich Frequenz, Amplitude oder Dauer
der GABA-Wellen zwischen infragranulären Pyramidenzellen der Kontrollgruppe (n = 9)
von der im Cx45KO (n = 9) innerhalb von 30 Minuten nach Applikation von 4-AP und
Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission unterschieden. Wie im Cx36KO
fanden sich auch hierbei in der Varianzanalyse (ANOVA) mit dem Nachtestverfahren nach
Dunnett keine statistisch signifikanten Unterschiede. Die Frequenz der GABA-Wellen
betrug 1.3±0.11 min−1 in der Kontrollgruppe verglichen mit 1.3±0.089 min−1 im Cx45KO
(95%-KI: −0.3306 bis 0.2839). Für die Amplitude ergaben sich im Wildtyp 4.8± 0.19 mV
gegenüber dem Cx45KO mit 5.5 ± 0.38 mV (95%-KI: −2.211 bis 0.9824). Die Dauer
betrug in der Kontrollgruppe 3.2± 0.61 s, im Cx45KO 2.5± 0.46 s (95%-KI: −0.8140 bis
2.336).
3.1.3.7 Cx36KO und Cx45KO vs. Wildtyp: Interneurone
Es wurde betrachtet, inwiefern sich die GABA-Wellen in der Interneuron-Gruppe zwischen
den untersuchten Genotypen unterschieden.
Cx36KO vs. Wildtyp Es wurde verglichen, ob sich Frequenz, Amplitude oder Dauer
der GABA-Wellen zwischen Interneuronen der Kontrollgruppe (Wildtyp, n = 4) von
derjenigen im Cx36-Knockout (n = 8) innerhalb von 30 Minuten nach Applikation von
4-AP und Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission unterschieden. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 3.14 dargestellt. Die Varianzanalyse (ANOVA) mit dem
Nachtestverfahren nach Dunnett ergab statistisch signifikante Unterschiede für die
mittlere Dauer der GABA-Wellen. Sie war mit 5.3±1.3 s in der Kontrollgruppe signifikant
länger als im Cx36KO mit 2.0± 0.29 s (95%-KI: 0.6536 bis 6.004). Hingegen zeigten sich
für Frequenz und Amplitude keine signifikanten Unterschiede. Die Frequenz betrug in der
Kontrollgruppe 0.97± 0.12 min−1 im Vergleich zu 1.3± 0.11 min−1 im Cx36KO (95%-KI:
























































(c) Dauer, 30 min∅
Abbildung 3.14 Interneuron-Gruppe: Kontrolle vs. Cx36KO. Die Dauer der GABA-Wellen war
im Cx36KO signifikant niedriger als im Wildtyp.
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−0.7811 bis 0.1361). Die Amplitude lag in der Kontrollgruppe bei 6.1 ± 0.68 mV, im
Cx36KO bei 4.7± 0.27 mV (95%-KI: −1.548 bis 4.303).
Cx45KO vs. Wildtyp Es wurde verglichen, ob sich Frequenz, Amplitude oder Dauer
der GABA-Wellen zwischen infragranulären Pyramidenzellen der Kontrollgruppe (n = 4)
von derjenigen im Cx45KO (n = 7) innerhalb von 30 Minuten nach Applikation von
4-AP und Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission unterschieden. Hierbei
ergaben sich in der Varianzalanyse (ANOVA) mit dem Nachtestverfahren nach Dunnett
keine statistisch signifikanten Unterschiede. Die Frequenz betrug in der Kontrollgruppe
0.97± 0.12 min−1 im Vergleich zum Cx45KO mit 1.2± 0.12 min−1 (95%-KI: −0.6608 bis
0.2780). Für die Amplitude ergab sich im Wildtyp ein Wert von 6.1± 0.68 mV gegenüber
dem Cx45KO mit 6.7± 1.1 mV (95%-KI: −3.606 bis 2.384). Die Dauer lag bei 5.3± 1.3 s
im Wildtyp und 3.7± 0.79 s im Cx45KO (95%-KI: −1.064 bis 4.412).
3.2 Die GABA-Wellen in langdauernden
Feldpotentialableitungen
3.2.1 Die Entwicklung der GABA-Wellen im Wildtyp
Die Induktion und Etablierung der GABA-Wellen wurde im Wildtyp über einen längeren
Zeitraum untersucht. Hierzu wurden Feldpotentialableitungen an Gehirnschnittpräparaten
des Wildtyps (n = 3) nach Zugabe von 4-AP und Blockade der glutamatergen synaptischen
Transmission über 170 Minuten ausgewertet. Erfasst wurde die mittlere Auftrittsfrequenz
f , die Amplitude A und die Dauer ∆t der GABA-Wellen. Diese Parameter zeigten
über die Zeit charakteristische Veränderungen, die in den Diagrammen der Abbildung
3.15 dargestellt sind. Die Frequenz betrug über die gesamte Messzeit im Mittel 0.73±
0.058 min−1. Hierbei fiel der Mittelwert der 10-Minuten-Messblöcke mit fortschreitender
Zeit ab, und zwar von 1.5 ± 0.42 min−1 bei 10-20 Minuten auf 0.43 ± 0.088 min−1 bei
160-170 Minuten. Dieser Abfall der 17 Mittelwerte war in der Varianzanalyse (einfache
ANOVA für Messwiederholungen) statistisch signifikant (P = 0.0030). Wurde der erste
10-Minuten-Mittelwert in der ANOVA nicht berücksichtigt (Toleranzzeit von 10 Minuten
von der Applikation der Pharmaka bis zum sicheren Wirkeintritt in der Ableitekammer),
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Abbildung 3.15 (a)-(c): Entwicklung von Frequenz, Amplitude und Dauer der GABA-Wellen
in Feldpotentialableitungen des Wildtyps (n = 3) über 170 Minuten. Jeder Balken stellt einen
Messzeitraum von 10 Minuten dar (Bins).

























(d) A = 1.69 mV, ∆t = 27.17 s
Abbildung 3.16 (a)-(d): Typische Entwicklung von GABA-Wellen im selben Schnittpräparat
(a) nach ca. 5 Minuten, (b) nach ca. 65 Minuten und (c) nach ca. 135 Minuten: deutliche
Zunahme von Amplitude und Dauer. (d): Außergewöhnlich große GABA-Welle nach ca.155
Minuten. (b): Pfeil: Populations-Spike. (b) und (c): Nachpotentiale (»np«).
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also nur über die Messzeit von 10-170 Minuten ausgewertet, ergab sich ein statistisch
signifikanter Abfall mit niedrigerem P -Wert (P < 0.0001). Für beide Fälle ergab sich
im Nachtestverfahren ein signifikanter linearer Abwärtstrend zwischen den Mittelwerten
der Messzeiträume (Bins) (P < 0.0001). Die mittlere Amplitude der GABA-Wellen über
die gesamte Messzeit betrug 0.36 ± 0.019 mV. Die mittlere Amplitude stieg dabei von
0.27±0.012 mV bei 0-10 Minuten auf 0.46±0.095 mV bei 160-170 Minuten. Dieser Anstieg
der 17 Mittelwerte war in der Varianzanalyse (einfache ANOVA für Messwiederholungen)
statistisch signifikant (P = 0.0227). Im Nachtestverfahren ergab sich ein signifikanter
linearer Anstiegstrend zwischen den Mittelwerten der Bins (P < 0.0001). Auch für die
mittlere Dauer war ein Anstieg zu verzeichnen. Sie betrug über die gesamte Messzeit
im Mittel 2.8± 0.14 s und stieg dabei von 1.2± 0.29 s bei 0-10 Minuten auf 3.0± 0.40 s
bei 160-170 Minuten. Dieser Anstieg war in der Varianzanalyse (einfache ANOVA für
Messwiederholungen) statistisch nicht signifikant (P = 0.1732), jedoch zeigte sich im
Nachtestverfahren ein signifikanter linearer Anstiegstrend zwischen den Mittelwerten
der Bins (P = 0.0129). Abbildung 3.16 zeigt repräsentative Beispiele für GABA-Wellen
in Feldpotentialableitungen zu frühen und späteren Messzeitpunkten; der Anstieg von
Amplitude und Dauer über die Zeit wird deutlich.
3.2.2 Gap Junction Blocker im Wildtyp
Nach Betrachtung der Entwicklung der GABA-Wellen über 170 Minuten imWildtyp wurde
nun untersucht, wie sich Gap Junction Blocker innerhalb dieses Zeitraums auf die GABA-
Wellen auswirken. Hierzu wurden Feldpotentialableitungen neocorticaler Schnittpräparate
nach der Applikation von 4-AP und Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission
über 170 Minuten aufgezeichnet. Nach 30 Minuten wurde einer der folgenden Gap Junction
Blocker zur Perfusionslösung gegeben: 1. Carbenoxolon (50 µM), 2. 1-Heptanol (2mM), 3.
Mefloquin (50µM) und 4. 1-Octanol (2mM). Die Substanzen verblieben für 60 Minuten in
diesen Konzentrationen in der Zirkulation, anschließend wurden sie ausgewaschen bzw. ein
Auswaschversuch unternommen. Nach Auswaschbeginn wurde die Feldpotentialableitung
für weitere 80 Minuten aufgezeichnet. Die so erhobenen Messdaten wurden mit der
Entwicklung der GABA-Wellen über 170 Minuten ohne Applikation von Gap Junction
Blockern verglichen. Für diesen Vergleich sind sowohl für die Kontroll- als auch für die
Interventionsgruppe die Parameter der GABA-Wellen in jedem 10-minütigen Messintervall
als prozentualer Anteil vom Durchschnitt der Messwerte des Zeitintervalls 0-30 Minuten
angegeben.
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3.2.2.1 Carbenoxolon
Abbildung 3.17 zeigt die Entwicklung der GABA-Wellen in den Gehirnschnittpräparaten
der Carbenoxolon-Gruppe (n = 5, 50µM) im Vergleich mit der Kontrollgruppe (n =
3). Hierbei zeigte sich in der Carbenoxolon-Gruppe eine Reduktion der Frequenz auf
37.31 ± 3.194 Prozent im Zeitraum 30-90 Minuten (Beginn Einwaschen bis Beginn
Auswaschen von Carbenoxolon), im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 72.24 ± 15.95
Prozent. In der Varianzalanyse (zweifache ANOVA für Messwiederholungen) mit dem
Nachtestverfahren nach Bonferroni war dieser Unterschied statistisch signifikant (95%-
KI: −61.31 bis −8.541). Nach Auswaschbeginn von Carbenoxolon stieg die Frequenz in
der Interventionsgruppe auf 45.29± 5.895 Prozent im Vergleich zu 54.38± 12.56 Prozent
in der Kontrollgruppe. Dieser Unterschied war statistisch nicht signifikant (95%-KI:
−35.48 bis 17.29). Für die Amplituden ergab sich im Zeitraum 30-90 Minuten kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Untersuchungsgruppen (163.7± 15.65 % in
der Interventionsgruppe vs. 155.9± 6.511 % in der Kontrollgruppe; 95%-KI: −29.55 bis
45.14). Allerdings ergab sich bei dem Versuch, Carbenoxolon auszuwaschen, im Zeitraum
90-170 Minuten ein Anstieg der Amplituden auf lediglich 120.4 ± 7.99 Prozent in der
Interventionsgruppe im Vergleich zu 177.0± 7.419 Prozent in der Kontrollgruppe. Dieser
Unterschied war statistisch signifikant (95%-KI: −93.96 bis −19.26). Keinen Einfluss
hatte die Applikation von Carbenoxolon auf die Dauer der GABA-Wellen. Hier zeigte
sich zwischen Interventions- und Kontrollgruppe weder im Zeitraum 30-90 Minuten
(142.4± 17.8 % vs. 181.1± 36.62 %) noch im Zeitraum 90-170 Minuten (109.8± 7.774 %
vs. 178.1± 38.91 %) ein signifikanter Unterschied (95%-KI: −110.1 bis 32.62 und −139.7
to 3.017).
3.2.2.2 1-Heptanol
Abbildung 3.18 zeigt die Entwicklung der GABA-Wellen in den Gehirnschnittpräparaten
der 1-Heptanol-Gruppe (n = 5, 2mM) im Vergleich mit der Kontrollgruppe (n =
3). In der Interventionsgruppe fiel die Frequenz im Zeitintervall von 30-90 Minuten
(Beginn Einwaschen bis Beginn Auswaschen von 1-Heptanol) auf 24.47± 7.071 Prozent
verglichen mit 72.24± 15.95 Prozent in der Kontrollgruppe. Dieser Unterschied war in der
Varianzalanyse (zweifache ANOVA für Messwiederholungen) mit dem Nachtestverfahren
nach Bonferroni statistisch signifikant (95%-KI: −81.46 bis −14.07). Hingegen stieg die














































































Abbildung 3.17 (a)-(c): GABA-Wellen und Gap Junction Blocker: Kontrollgruppe vs.
Carbenoxolon-Gruppe, (a) Frequenz: Abnahme unter Carbenoxolon, (b) Amplitude: Abnahme
nach Auswaschen von Carbenoxolon, (c) Dauer: kein signifikanter Effekt durch Carbenoxolon.
Frequenz, Amplitude und Dauer jeweils in Prozent des Mittelwertes 0-30 Minuten.














































































Abbildung 3.18 (a)-(c): GABA-Wellen und Gap Junction Blocker: Kontrollgruppe vs. 1-
Heptanol-Gruppe, (a) Frequenz: Abnahme unter 1-Heptanol, (b) Amplitude: Abnahme unter
1-Heptanol, (c) Dauer: Abnahme unter und nach Auswaschbeginn von 1-Heptanol. Frequenz,
Amplitude und Dauer jeweils in Prozent des Mittelwertes 0-30 Minuten.
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Frequenz nach dem Auswaschbeginn von 1-Heptanol in der Interventionsgruppe stärker
als in der Kontrollgruppe (80.97± 10.06 % vs. 54.38± 12.56 %); dieser Unterschied war
statistisch nicht signifikant (95%-KI: −7.102 bis 60.28). Für die Amplitude und die Dauer
ergab sich im Zeitraum von 30-90 Minuten ebenfalls eine signifikante Reduktion in der
1-Heptanol-Gruppe. Die Amplitude fiel in der Interventionsgruppe auf 74.16 ± 24.95
Prozent, während sie in der Kontrollgruppe auf 155.9± 6.511 Prozent anstieg (95%-KI:
−152.8 bis −10.62). Nach Auswaschbeginn von 1-Heptanol näherten sich beide Mittelwerte
wieder an (Intervention: 139.3 ± 23.95 %, Kontrolle: 177.0 ± 7.419 %) und waren nicht
mehr signifikant von einander verschieden (95%-KI: −108.7 bis 33.56). Die Dauer wurde
durch 1-Heptanol ebenfalls signifikant reduziert. Hier zeigte sich im Zeitintervall 30-90
Minuten in der Interventionsgruppe ein Abfall auf 46.27 ± 10.32 Prozent, während sie
in der Kontrollgruppe einen Anstieg auf 181.1± 36.62 Prozent zeigte (95%-KI: −206.0
bis −63.75). Dieser Unterschied blieb auch nach dem Auswaschbeginn von 1-Heptanol
statistisch signifikant (98.21±16.19 % vs. 178.1±38.91 %; 95%-KI: −151.0 bis −8.790).
3.2.2.3 Mefloquin
Abbildung 3.19 zeigt die Entwicklung der GABA-Wellen in den Gehirnschnittpräparaten
der Mefloquin-Gruppe (n = 5, 50µM) im Vergleich mit der Kontrollgruppe (n = 3). Die
Frequenz fiel im Zeitintervall 30-90 Minuten (Beginn Einwaschen bis Beginn Auswaschen
von Mefloquin) auf 46.45± 4.023 Prozent im Vergleich zu 72.24± 15.95 Prozent in der
Kontrollgruppe. Dieser Unterschied war in der Varianzanalyse (zweifache ANOVA für
Messwiederholungen) mit dem Nachtestverfahren nach Bonferroni statistisch signifikant
(95%-KI: −50.34 bis −1.245). Nach Auswaschbeginn von Mefloquin (90 − 170 min)
näherten sich die Mittelwerte wieder an (44.54 ± 2.462 % in der Interventionsgruppe
vs. 54.38± 12.56 % in der Kontrollgruppe) und waren statistisch nicht mehr signifikant
voneinander verschieden (95%-KI: −34.39 bis 14.70). Die Amplituden unterschieden sich
weder unter Mefloquin (30-90min; Intervention 194.8±19.25 %, Kontrolle 155.9±6.511 %)
noch nach dessen Auswaschbeginn (90-170min; Intervention 212.3± 30.81 %, Kontrolle
177.0±7.419 %) signifikant voneinander (95%-KI: −35.73 bis 113.5 bzw. −39.28 bis 110.0).
Für die Dauer ergab sich ebenfalls weder unter Mefloquin (30-90min) noch nach dessen
Auswaschbeginn (90-170min) ein signifikanter Unterschied zwischen Interventions- und
Kontrollgruppe (167.4± 10.80 % vs. 181.1± 36.62 % von 30-90min, 95%-KI −89.08 bis
61.62; 150.6± 20.06 % vs. 178.1± 38.91 % von 90-170min, 95%-KI −102.9 bis 47.81).













































































Abbildung 3.19 (a)-(c): GABA-Wellen und Gap Junction Blocker: Kontrollgruppe vs. Mefloquin,
(a) Frequenz: Abnahme unter Mefloquin, (b) Amplitude: kein signifikanter Effekt durch
Mefloquin, (c) Dauer: kein signifikanter Effekt durch Mefloquin. Frequenz, Amplitude und
Dauer jeweils in Prozent des Mittelwertes 0-30 Minuten.
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3.2.2.4 1-Octanol
Abbildung 3.20 zeigt die Entwicklung der GABA-Wellen in den Gehirnschnittpräparaten
der 1-Octanol-Gruppe (n = 4, 2mM) im Vergleich mit der Kontrollgruppe (n = 3).
Die Frequenz nahm in der 1-Octanol-Gruppe im Zeitintervall 30-90 Minuten (Beginn
Einwaschen bis Beginn Auswaschen von 1-Octanol) auf 47.91 ± 8.388 Prozent ab,
verglichen mit der Abnahme auf 72.24 ± 15.95 Prozent in der Kontrollgruppe. In der
Varianzanalyse (zweifache ANOVA für Messwiederholungen) mit dem Nachtestverfahren
nach Bonferroni war dieser Unterschied statistisch nicht signifikant (95%-KI: −55.47
bis 6.802). Ebenfalls nicht signifikant war ein Anstieg der Frequenz nach Auswaschbeginn
von 1-Octanol auf 67.07 ± 3.114 Prozent im Vergleich zu 54.38 ± 12.56 Prozent in der
Kontrollgruppe (95%-KI: −18.45 bis 43.82). Die Amplitude stieg in der 1-Octanol-Gruppe
im Zeitintervall 30-90 Minuten auf 137.1± 36.38 Prozent im Vergleich zur Kontrollgruppe
mit 155.9± 6.511 Prozent. Im Zeitraum 90-170 Minuten, also nach dem Auswaschen von
1-Octanol, betrug die Amplitude 122.3 ± 25.98 Prozent in der Interventionsgruppe im
Vergleich zu 177.0±7.419 Prozent in der Kontrollgruppe. Beide Unterschiede waren in der
statistischen Analyse nicht signifikant (95%-KI: −102.1 bis 64.47 und −137.9 bis 28.58).
Von 30-90 Minuten zeigte sich für die Dauer ein Wert von 97.08± 27.19 Prozent in der
Interventionsgruppe im Vergleich zu 181.1± 36.62 Prozent in der Kontrollgruppe. Auch
nach Auswaschbeginn von 1-Octanol blieb die Dauer im Vergleich zur Kontrollgruppe
reduziert auf 99.43±27.64 Prozent gegenüber 178.1±38.91 Prozent in der Kontrollgruppe.
Diese Werte waren statistisch nicht signifikant verschieden (95%-KI: −183.7 bis 15.57
und −178.3 bis 20.93).
3.2.3 Carbenoxolon in Cx36KO- und Cx45KO-Mäusen
Nachdem gezeigt wurde, wie sich unterschiedliche Gap Junction Blocker auf die GABA-
Wellen im Wildtyp auswirken (s. Abschn. 3.2.2), wurde nun untersucht, welchen Effekt
der Gap Junction Blocker Carbenoxolon auf GABA-Wellen in Gehirnschnittpräparaten
von Cx36KO- und Cx45KO-Mäusen hat. Hierzu wurden Feldpotentialmessungen der
drei Genotypen (Wildtyp, Cx36KO und Cx45KO) nach der Applikation von 4-AP und
Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission über 170 Minuten abgeleitet. Wie
in Abschnitt 3.2.2.1 befand sich Carbenoxolon von Minute 30 bis Minute 90 in einer
Konzentration von 50µM in der Zirkulation; danach wurde das Auswaschen der Substanz













































































Abbildung 3.20 (a)-(c): GABA-Wellen und Gap Junction Blocker: Kontrollgruppe vs. 1-Octanol,
(a-c) Frequenz, Amplitude und Dauer: kein signifikanter Effekt durch 1-Octanol. Einzelne
Parameter jeweils in Prozent des Mittelwertes 0-30 Minuten.
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begonnen. Analog zu Abschnitt 3.2.2 sind sowohl für die Kontroll- als auch für die
Interventionsgruppe die Parameter der GABA-Wellen in jedem 10-Minuten-Messintervall
als prozentualer Anteil vom Durchschnitt der Messwerte des Zeitintervalls 0-30 Minuten
angegeben.
3.2.3.1 Carbenoxolon: Cx36-Knockout vs. Wildtyp
Es wurde der Effekt von Carbenoxolon auf die GABA-Wellen in 5 Gehirnschnittpräparaten
des Cx36KO mit derjenigen auf 5 Gehirnschnittpräparate des Wildtyps verglichen. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 3.21 dargestellt. In der Varianzanalyse (zweifache ANOVA
für Messwiederholungen) ergab sich über 170 Minuten kein signifikanter Unterschied
für Frequenz (P = 0.2192), Amplitude (P = 0.8990) oder Dauer (P = 0.2419) der
GABA-Welle zwischen Cx36KO und Wildtyp. Die Zeitabschnitte vor Einwaschen (0-30
Minuten), nach Einwaschen (30-90 Minuten) und nach Auswaschbeginn (90-170 Minuten)
von Carbenoxolon wurden im Nachtestverfahren nach Bonferroni einer zweifachen
ANOVA für Messwiederholungen verglichen. Auch hierbei zeigte sich für Amplitude,
Dauer und Frequenz sowohl im Zeitintervall 0-30 Minuten (95%-KI für f : −20.09 bis
20.09, für A : −49.07 bis 49.07 und für ∆t : −37.95 bis 37.95), sowie 30-90 Minuten
(95%-KI für f : −2.565 bis 37.62, für A : −71.25 bis 26.90 und für ∆t : −63.66 bis
12.24) als auch für den Zeitraum 90-170 Minuten (95%-KI für f : −13.89 bis 26.29,
für A : −27.49 bis 70.66 und für ∆t : −53.71 bis 22.19) kein signifikanter Unterschied
zwischen beiden Untersuchungsgruppen.
3.2.3.2 Carbenoxolon: Cx45-Knockout vs. Wildtyp
Es wurde der Effekt von Carbenoxolon auf die GABA-Wellen in 5 Gehirnschnittpräparaten
des Cx45KO mit derjenigen auf 5 Gehirnschnittpräparate des Wildtyps verglichen. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 3.22 dargestellt. In der Varianzanalyse (zweifache ANOVA
für Messwiederholungen) ergab sich über 170 Minuten kein signifikanter Unterschied für
Frequenz (P = 0.9831) und Dauer (P = 0.1722) der GABA-Wellen zwischen Cx45KO und
Wildtyp. Für die Amplitude ergab sich jedoch ein signifikanter Unterschied (P = 0.0182).
Die Zeitabschnitte vor Einwaschen (0-30 Minuten), nach Einwaschen (30-90 Minuten) und
nach Auswaschbeginn (90-170 Minuten) von Carbenoxolon wurden im Nachtestverfahren
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Abbildung 3.21 (a)-(c): Cx36KO vs. Wildtyp: Effekt von Carbenoxolon auf Frequenz (a),
Amplitude (b) und Dauer (c) der GABA-Wellen. Es finden sich keine signifikanten Unterschiede.
Einzelne Parameter jeweils in Prozent des Mittelwertes 0-30 Minuten.
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Abbildung 3.22 (a)-(c): Cx45KO vs. Wildtyp: Effekt von Carbenoxolon auf Frequenz (a),
Amplitude (b) und Dauer (c) der GABA-Wellen. Für Amplitude und Dauer finden sich
signifikante Unterschiede unter Carbenoxolon. Einzelne Parameter jeweils in Prozent des
Mittelwertes 0-30 Minuten.
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nach Bonferroni einer zweifachen ANOVA für Messwiederholungen verglichen. Für die
Frequenz ergab sich vor Einwaschen (0-30 Minuten), nach Einwaschen (30-90 Minuten) und
nach Auswaschbeginn (90-170 Minuten) von Carbenoxolon kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Untersuchungsgruppen (95%-KI: −14.26 bis 14.26, −10.90 bis
17.63 und 17.41 bis 11.11). Allerdings zeigte sich nach Einwaschen von Carbenoxolon
eine Zunahme von Amplitude (auf 302.3 ± 43.91 %) und Dauer (228.9 ± 45.98 %) der
GABA-Wellen im Cx45KO verglichen mit dem Wildtyp (A : 163.7 ± 15.65 % und
∆t : 142.4 ± 17.80 %). Beide Unterschiede waren statistisch signifikant (95%-KI für
A : 69.45 bis 207.9 und für ∆t : 5.915 bis 167.1). Im Zeitraum vor der Applikation und
nach Auswaschbeginn von Carbenoxolon unterschieden sich sowohl Amplitude (95%-KI:
−69.21 bis 69.21 und −39.81 bis 98.62) als auch Dauer (95%-KI: −80.58 bis 80.58 und
−60.25 bis 100.9) nicht signifikant von einander.
4 Diskussion
4.1 Methodische Betrachtung
4.1.1 Elektrophysiologie und Genotypisierung
Extra- und intrazelluläre Ableitungen zur Erfassung neuronaler (Netzwerk-)Aktivität
in Gehirnschnittpräparaten in vitro sind etablierte Arbeitstechniken der Pysiologie
(Numberger und Draguhn, 1996; Verkhratsky et al., 2006). Methodisch entsprach
das Vorgehen in dieser Arbeit hierbei üblichen Laborstandards; es kann somit davon
ausgegangen werden, dass die Ergebnisse mit anderen Arbeiten weitgehend vergleichbar
sind. Zur Genotypisierung von Versuchstieren ebenfalls unumstritten ist die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) (Mullis und Faloona, 1987; Saiki et al., 1988; Mullis, 1990).
Sowohl Primer als auch PCR-Protokolle wurden von dem Institut übernommen, das die
Deletion des Gens generiert hatte, so dass eine einwandfreie Zuordnung der Versuchstiere
zum jeweiligen Genotyp möglich war (Maxeiner, 2005; Wellershaus et al., 2008).
4.1.2 Auswahl der connexindefizienten Mausstämme
Gap Junction vermittelte Kopplung findet im Neocortex vor allem zwischen inhibito-
rischen Interneuronen statt (Fukuda und Kosaka, 2000; Galarreta und Hestrin,
2001a). Auch Gliazellen, insbesondere Astrozyten, sind über Gap Junctions gekoppelt
(Wasseff und Scherer, 2011; Scemes und Spray, 2012), in geringem Ausmaß auch
Pyramidenzellen (Wang et al., 2010). Gap Junctions sind aus Connexin-Untereinheiten
aufgebaut, von denen Cx36 die in Neuronen mit Abstand bedeutendste Isoform ist (Söhl
et al., 2005). Eine weitere Connexin-Expression in adulten neocorticalen Neuronen ist
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bis heute nur für Cx45 gesichert (Maxeiner et al., 2003; Condorelli et al., 2003;
Söhl et al., 2004). Darüber hinaus wird eine mögliche Relevanz von Cx30.2 diskutiert,
im zentralen Nervensystem ist es bisher allerdings nur in inhibitorischen Interneuronen
des Hippocampus nachgewiesen worden (Kreuzberg et al., 2008). Ob es im Neocortex
exprimiert wird, ist unklar.
Bei der hier betrachteten, synchronisierten neocorticalen Aktivität handelt es sich um
ein Phänomen, das über GABAerge Interneurone vermittelt wird (Aram et al., 1991;
Avoli et al., 1994). Um die Beteiligung elekrtischer Synapsen an diesem Phänomen zu
untersuchen, wurden daher Versuchstiere ausgewählt, die für die bekannten neocorticalen,
neuronalen Connexine defizient sind. Nachgewiesen ist, dass die Gap Junction vermittelte
Kopplung zwischen Interneuronen des Neocortex durch einen Knockout des Cx36-Gens
nahezu vollständig aufgehoben wird (Deans et al., 2001). Es kann also davon ausgegangen
werden, dass durch die Verwendung eines Cx36- und eines Cx45-defizienten Mausstammes
die elektrische Kopplung zwischen Neuronen des Neocortex sehr umfassend beurteilt
werden kann. Eine weitergehende Untersuchung hätte zwar durch die Betrachtung
zusätzlicher Deletionen (z. B. eines Cx30.2-Knockouts) oder deren Kombination (z. B. eines
Cx36/Cx45-Doppel-Knockouts) erfolgen können. Ein Cx30.2-Knockout stand allerdings
zum Zeitpunkt der Experimente dieser Arbeit nicht zur Verfügung; die Existenz eines
Cx36/Cx45-Doppel-Knockouts ist bis heute nicht publiziert. Auch ist aufgrund der
dominierenden Rolle von Cx36 fraglich, ob eine solche, weitergehende Untersuchung einen
zusätzlichen Erkenntnisgewinn brächte.
4.1.3 Datenbasis
Die wesentlichen Experimente zur Beschreibung der Parameter der GABA-Wellen in
Wildtyp, Cx36KO und Cx45KO weisen eine Stichprobengröße auf, die eine gute statistische
Aussagekraft besitzt. Lediglich bei den langen Feldoptentialmessungen über 170 Minuten
ist die (durch den hohen experimentellen Aufwand bedingte) geringe Stichprobengröße
kritisch zu beurteilen. Ähnliches trifft für die Vergleiche zwischen einzelnen Neuronen-
gruppen zu. Hier muss festgehalten werden, dass sich die vorliegende Arbeit auf supra-
und infragranuläre Pyramidenzellen konzentrierte, was die geringe Anzahl abgeleiteter
Interneurone erklärt. Für Aussagen über diese Zellpopulation, die trotz ihrer Heterogenität
in einer einzigen Untersuchungsgruppe zusammengefasst werden musste, ist die vorliegende
Arbeit nicht geeignet.
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4.2 GABA-Wellen im adulten Neocortex der Wildtypmaus
4.2.1 Bedeutung der Untersuchung am Neocortex der Maus
Die synchronisierte neuronale Aktivität unter 4-Aminopyridin (4-AP) ist bisher in
zahlreichen Regionen des Gehirns untersucht worden, darunter Rückenmark und en-
tohirnaler Cortex, schwerpunktmäßig allerdings im Hippocampus (Buckle und Haas,
1982; Rutecki et al., 1987; Avoli et al., 1996; Kang et al., 1998; Lamsa und Taira,
2003; Zsiros et al., 2007; Chapman et al., 2009; Gonzalez-Sulser et al., 2011). Auch
Arbeiten, die neuronale Synchronisation im Cx36-Knockout untersuchen, beziehen sich
häufig auf den Hippocampus (Maier et al., 2002; Pais et al., 2003; Beaumont und
Maccaferri, 2011). Für das 4-AP-Modell im Neocortex der Maus liegt bisher nur eine
Arbeit vor, die sich aber auf die Phase der Entwicklung (P6 bis P9) bezieht (Rheims et al.,
2008); die Synchronisation neuronaler Nertzwerke im Neocortex ist im Cx36-Knockout
bisher nur wenig (Hormuzdi et al., 2001; Deans et al., 2001) und im Cx45-Knockout
gar nicht untersucht. Die vorliegende Arbeit erweitert somit den Stand des Wissens in
bisher wenig beleuchteten Bereichen: sie legt Messdaten aus dem Neocortex der Maus in
Wildtyp, sowie Cx36- und Cx45-Knockout vor.
4.2.2 Generierung der GABA-Wellen
Die synchronisierte neuronale Aktivität (»GABA-Wellen«) wurde durch Applikation
von 4-AP (100µM), sowie Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission durch
CNQX (10µM) und D-AP5 (10 µM) hervorgerufen. In der Literatur sind am Neocortex
für 4-AP Konzentrationen von 50-100 µM, für CNQX von 10-20µM und für D-AP5 von
10-30µM üblich (Aram et al., 1991; Benardo, 1997; Louvel et al., 2001; Yang und
Benardo, 2002; Avoli et al., 2003; Keros und Hablitz, 2005; DeFazio und Hablitz,
2005; Gigout et al., 2006). Die GABA-Wellen wurden somit nach einem etablierten
Verfahren erzeugt; die verwendeten Substanzen und Konzentration sind mit denjenigen
aus bisher verfügbaren Publikationen vergleichbar.
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4.2.3 Charakteristika der GABA-Wellen
In den intra- und extrazellulären Ableitungen traten in allen untersuchten Gehirnschnitt-
präparaten GABA-Wellen auf. Die Tatsache, dass diese auch in allen betrachteten
Zelltypen detektiert werden konnten, zeigt, dass es sich hierbei nicht nur um ein auf
Interneurone beschränktes Phänomen handelt, sondern dass auch die Pyramidenzellen,
die von diesen reguliert werden, an der Erzeugung der GABA-Wellen beteiligt sind. Dabei
entsprach der Zeitverlauf der GABA-Wellen in intra- und extrazellulären Messungen den
Zeitverläufen, die in der Literatur bereits beschrieben worden sind. Insbesondere konnte der
von Buckle und Haas (1982) in Feldpotentialmessungen beschriebene Populations-Spike
auch im Neocortex identifiziert werden.
Überraschenderweise sind bisher kaum genauere Angaben über Frequenz, Amplitude und
Dauer der synchronisierten neocorticalen Aktivität innerhalb definierter Zeiträume, vor
allem in der Maus, bekannt. In der Literatur werden für die Frequenz der Ereignisse im
Neocortex verschiedener Spezies (unter verschiedenen experimentellen Konstellationen)
Werte von 0.48 bis 6 pro Minute angegeben (Aram et al., 1991; Avoli et al., 1994;
Benardo, 1997; Louvel et al., 2001; Gigout et al., 2006; Gonzalez-Sulser et al.,
2011). Wesentlich seltener wird über Amplitude und Dauer der GABA-Wellen berichtet.
Für Feldpotentialmessungen ist für die Amplitude eine Spannweite von 0.2 bis 4mV
bekannt (Louvel et al., 2001; Gigout et al., 2006), für die Dauer von 0.2 bis 11.7 s
(Avoli et al., 1994; Yang und Benardo, 2002). In intrazellulären Ableitungen sind
für keinen der beiden letztgenannten Parameter nähere Angaben publiziert. Diese Lücke
wird durch die vorliegende Arbeit geschlossen: erstmals werden diese drei Parameter
in synchronen intra- und extrazellulären Ableitungen über 30 Minuten dargestellt. Die
Mittelwerte für Frequenz und Amplitude liegen hierbei innerhalb des in der Literatur
angegebenen Bereichs, lediglich die Dauer liegt in den hier dargestellten Ergebnissen
niedriger. Diese Abweichung könnte auf Unterschiede zwischen den Spezies, verschiedene
Substanzkonzentrationen und Messprotokolle oder abweichende Auswertevorschriften
zurückzuführen sein. Für die Frequenz ist beispielsweise nachgewiesen, dass sie von Alter
der Versuchstiere abhängig ist (Wong und Yamada, 2001).
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4.2.3.1 Entwicklung der GABA-Wellen über die Zeit
In der Literatur finden sich zwar Arbeiten, die zur Klärung bestimmter Sachverhalte
ebenfalls Messungen zur synchronisierten neuronalen Aktivität unter 4-AP über längere
Zeiträume durchgeführt haben, eine systematische Betrachtung der Entwicklung der
Parameter Frequenz, Amplitude und Dauer ist dabei allerdings bis heute nicht publiziert.
In der vorliegenden Arbeit ergibt sich für die Frequenz in intra- wie extrazellulären
Ableitungen über 30 Minuten ein charakteristisches Bild: der Anstieg von 10-20 Minuten
erklärt sich durch den Einwaschvorgang der Pharmaka, die erst ihren Wirkort in der
Ableitekammer über das Zirkulationssystem erreichen müssen. Der folgende Abfall bis
40 Minuten in den kombinierten intra- und extrazellulären Ableitungen, bzw. bis 170
Minuten in den langen Feldpotentialmessungen könnte – für sich alleine betrachtet – durch
eine höhere Vitalität der Neurone zu Messbeginn erklärt werden. In Zusammenschau
mit der Entwicklung von Amplitude und Dauer der GABA-Wellen ergibt sich jedoch
ein anderes Bild: Die Abnahme der Frequenz bei gleichzeitiger Zunahme von Dauer
und Amplitude spricht vielmehr für eine Zunahme der neuronalen Synchronisation im
Gehrinschnittpräparat. Diese Ergebnisse zeigen also, dass es unter Langzeiteinwirkung
von 4-AP bei gleichzeitiger Blockade der exzitatorischen Aminosäurerezeptoren zu einer
Reorganisation und Umprogrammierung GABAerger Netzwerke im Neocortex kommt.
In den extrazellulären Ableitungen dieser Arbeit fand sich in jedem Messzeitraum eine
geringere Frequenz der GABA-Wellen als in den intrazellulären Ableitungen. Diese
Beobachtung kann mehrere Ursachen haben. Zum einen kann in intrazellulären Ablei-
tungen jedes Ereignis sehr klar vom Membranpotential abgegrenzt werden, wohingegen
extrazelluläre Messungen prinzipiell stärker störanfällig und mit einem höheren Maß
an Rauschen behaftet sind. Die niedrigere Frequenz in den extrazellulären Ableitungen
könnte also Folge der konservativen Auswertevorschriften sein, die verhindern sollten,
dass Artefakte fälschlicherweise als Ereignisse aufgefasst werden. Zum anderen wurde
die Feldelektrode in der Nähe des interessierenden Neurons in das Gehirnschnittpräparat
eingebracht, so dass es in einigen Fällen vorkommen konnte, dass sie in einem Gebiet
mit nur wenigen aktiven Neuronen zu liegen kam. Daher sind Konstellationen möglich,
in denen intrazellulär eine hohe Aktivität gemessen wird, während extrazellulär nur
wenige Neurone zur Amplitude in der Feldpotentialableitung beitragen, so dass diese
den Grenzwert der Auswertevorschriften nicht überschreitet. Eine weitere Möglichkeit ist,
dass nicht jede GABA-Welle in einer Einzelzelle tatsächlich mit einer Synchronisation
4.2 GABA-Wellen im adulten Neocortex der Wildtypmaus 89
des gesamten Netzwerkes einhergeht. Wenn extrazellulär nur Teile des Netzwerkes erfasst
wurden, könnten diese unter der Auflösungsgrenze der Ableitung geblieben sein.
4.2.3.2 Auswirkungen von Gap Junction Blockern auf die GABA-Wellen im
Wildtyp
In der Vergangenheit ist sowohl in mRNA-Expressionsstudien (Szente et al., 2002;
Gajda et al., 2003; Zappalà et al., 2006; Gajda et al., 2006) als auch durch Versuche
mit Substanzen zur pharmakologischen Blockade von Gap Junctions eine Beteiligung
elektrischer Synapsen an der Vermittlung der synchronisierten neuronalen Aktivität durch
4-AP unterstellt worden. Eine Reduktion dieser Aktivität ist für spezifische (Gajda
et al., 2005; Gigout et al., 2006; Chapman et al., 2009) und unspezifische Gap Junction
Blocker gezeigt (Ross et al., 2000; Yang und Michelson, 2001; Traub et al., 2001;
Gigout et al., 2006; Zsiros et al., 2007; Medina-Ceja et al., 2008). Bekannt ist, dass
die Gap-Juction-Blocker Carbenoxolon, 1-Heptanol und 1-Octanol auch am Neocortex
zu einer Beeinträchtigung »epileptiformer Aktivität« führen (Bikson et al., 1999; Ross
et al., 2000; Yang und Michelson, 2001). Diese Befunde konnte auch in dieser Arbeit
am Neocortex der Maus nachvollzogen werden. Die Versuche wurden mit verschiedenen
Pharmaka durchgeführt, da bis heute kein »perfekter« Gap Junction Blocker existiert,
sondern alle bekannten Substanzen eine vielfältige Pharmakodynamik und teilweise geringe
Selektivität aufweisen.
Carbenoxolon Bei Carbenoxolon handelt es sich um den etabliertesten Gap Junction
Blocker. Es ist zu diesem Zweck in zahlreichen Hirnregionen eingesetzt worden (Bikson
et al., 1999; Ross et al., 2000; Yang und Michelson, 2001; Traub et al., 2001; Gigout
et al., 2006). Die Reduktion der Frequenz der GABA-Wellen durch Carbenoxolon in
dieser Arbeit war unter der Annahme, dass Gap Junctions an der Vermittlung der
synchronisieren neocorticalen Aktivität beteiligt sind, zu erwarten. Bemerkenswert ist,
dass es nach Beginn des Auswaschens von Carbenoxolon zusätzlich auch zu einer bis
dahin nicht vorhandenen Reduktion der Amplitude der GABA-Wellen kam. Hierfür
spielen möglicherweise Langzeiteffekte von Carbenoxolon eine Rolle. In der Literatur wird
Carbenoxolon teilweise in Konzentrationen bis zu 500 µM eingesetzt (Gigout et al., 2006).
Die Zugabe in das Zirkulationssystem führt allerdings zu deutlicher Schaumbildung. Um
diese (und damit die Gefährdung des Experiments durch Luftblasen im Zirkulationssystem)
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zu verhindern, wurde Carbenoxolon in Konzentrationen von nur 50µM eingesetzt. Auch
in dieser Konzentration war es zur Reduktion der Frequenz der GABA-Wellen effektiv;
außerdem konnte es zumindest partiell ausgewaschen werden.
Als Gap Junction Blocker muss Carbenoxolon, obwohl es die hierfür gebräuchlichste
Substanz ist, kritisch betrachtet werden. Chemisch gesehen ist Carbenoxolon ein syntheti-
sches Derivat der Glycyrrhetinsäure und hat daher mineralcortikoide Effekte (Juszczak
und Swiergiel, 2009), was zu unerwünschten Wirkungen führen kann. Darüber hinaus
ist seine Blockadewirkung in Bezug auf Connexine unselektiv. Von Carbenoxolon ist
bekannt, dass es spannungsabhängige Ca2+-Kanäle (EC50: 48 µM) (Vessey et al., 2004)
und NMDA-abhängige Ströme (EC50: 104 µM) (Chepkova et al., 2008) blockiert und die
11-β-Hydroxysteroiddehydrogenase (3β-HSD) (ab 1-10µM), ein Enzym, das im Körper
der Inaktivierung von Steroidhormonen dient, inhibiert (Bujalska et al., 1997). In
Konzentrationen ab 50µM blockt Carbenoxolon P2X7-Rezeptoren (Suadicani et al.,
2006), einen Subtyp ATP-gesteuerter nichtselektiver Kationenkanäle in Säugetieren
(Coddou et al., 2011). Die reduzierte Konzentration in der vorliegenden Arbeit dient
also auch dazu, diese unerwünschten Interaktionen möglichst gering zu halten. Dennoch
ist festzuhalten, dass bei einem Effekt, der unter Carbenoxolon beobachtet wird, nie
mit Sicherheit davon ausgegangen werden kann, dass dieser Effekt auf eine Blockade
elektrischer Synapsen zurückzuführen ist.
1-Heptanol und 1-Octanol Als hocheffektiv in der Blockade der synchronisierten
neocorikalen Aktivität erwies sich 1-Heptanol, das bereits im Hippocampus als Gap
Junction Blocker eingesetzt wurde (Bikson et al., 1999). Es hatte in einer Konzentration
von 2mM einen Effekt auf alle 3 Parameter der GABA-Wellen, reduzierte also Frequenz,
Amplitude und Dauer signifikant. Bemerkenswert ist, dass es nach dem Auswaschbeginn
zu einem Anstieg der Frequenz der GABA-Wellen kam, der signifikant über der Frequenz
in der Kontrollgruppe lag, und sich deren Niveau erst langsam (über ca. 40 Minuten)
wieder annäherte. Es entsteht der Eindruck, dass das neuronale Netzwerk die unterdrückte
Aktivität gewissermaßen »nachholt«. Auch ist dieser Umstand ein weiterer Hinweis auf
die Vitalität der Schnittpräparate über lange Messzeiträume. Interessanterweise war der
Effekt von 1-Heptanol auf Frequenz und Amplitude nach Auswaschbeginn reversibel,
wohingegen der Effekt auf die Dauer bis zum Ende des Experiments anhielt. Es lässt
sich also vermuten, dass 1-Heptanol nur zum Teil aus neocorticalen Schnittpräparaten
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auswaschbar ist. Ein möglicher Grund hierfür könnte eine teilweise irreversible Integration
dieses Alkanols in die Plasmamembran der Nervenzellen sein.
Im Gegensatz zu 1-Heptanol hatte 1-Octanol in einer Konzentration von 2mM keinen
Effekt auf die GABA-Wellen. Diese Tatsache überrascht insoweit, als dass in der Literatur
ein Effekt auf die synchronisierte neocorticale Aktivität im Gehrinschnittpräparat bereits
in geringeren Konzentrationen (1mM) beschrieben worden ist (Gigout et al., 2006).
Gigout et al. (2006) untersuchten allerdings humane Gehirnschnittpräparate, die von
Patienten stammten, die an Temporallappenepilepsie oder fokaler corticaler Dysplasie
erkrankt waren. Für die abweichenden Ergebnisse könnten also Unterschiede zwischen
den Spezies, dem Alter der Präparate, dem Versuchsablauf sowie Unterschiede zwischen
initial gesunden und erkrankten Gehirnen von Bedeutung sein. Es muss aber auch der
geringe Stichprobenumfang in der vorliegenden Arbeit berücksichtigt werden.
Wie Carbenoxolon müssen auch 1-Heptanol und 1-Octanol als Gap Junction Blocker
kritisch betrachtet werden. Es existiert kein Nachweis, dass eine der beiden Substanzen in
Säugetieren selektiv auf Gap Junctions wirkt (Spray et al., 2002). Zwar ist bekannt, dass
sowohl 1-Heptanol (1-3mM) als auch 1-Octanol (0.5-1mM) Gap Junctions blockieren
können (Guan et al., 1997; Weingart und Bukauskas, 1998; Johnston et al.,
1980). Diese Blockade geht aber mit einer Reihe weiterer, möglicherweise unerwünschter
Wirkungen einher. 1-Heptanol (1.5-3mM) inhibiert Kainat-Rezeptor-Antworten (Dildy-
Mayfield et al., 1996) und spannungssensitive Ca2+-Ströme (150 µM), außerdem werden
calciumaktivierte K+-Kanäle aktiviert (150µM) (Matchkov et al., 2004). 1-Octanol ver-
stärkt GABAA- und Glycin Rezeptor-Antworten (0.1-0.4mM) und inhibiert NMDA (0.1-
0.4mM), AMPA (0.2-0.5mM) und Kainat-Rezeptoren (0.1-0.4mM) (Dildy-Mayfield
et al., 1996). Es hat eine Blockadewirkung auf Calciumkanäle vom T-Typ (EC50: 122 µM)
(Todorovic und Lingle, 1998). Beide Substanzen inhibieren px27-Rezeptoren (1.5mM)
(Suadicani et al., 2006). Es handelt sich also um Substanzen, die weder für bestimmte
Connexin-Isoformen, noch für Gap Junctions allgemein, selektiv sind.
Mefloquin Eine weitere Gruppe von Pharmaka, die häufig als Gap Junction Blocker
eingesetzt werden, sind Quinin und seine Derivate, denen eine spezifischere Wirkung
auf Cx36 zugeschrieben wird (Juszczak und Swiergiel, 2009). Die neueste Substanz
aus dieser Gruppe ist Mefloquin, das in der Medizin zur Prophylaxe und Therapie
der Malaria eingesetzt wird. Es soll selektiv Gap Junctions blockieren, die aus Cx36
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und Cx50 aufgebaut sind (Cruikshank et al., 2004). Diese Vermutung beruht sowohl
auf Untersuchungen an Zellkulturen (transfizierte N2A Neuroblastomzellen) als auch
auf Versuchen an Gehirnschnittpräparaten aus dem Hippocampus der Ratte. Dort
ist gezeigt worden, dass Mefloquin (25 µM) die Gap Junction vermittelte Kopplung
zwischen Interneuronen – ohne Veränderung ausgelöster IPSP und EPSP oder intrinsischer
Eigenschaften – blockiert (Cruikshank et al., 2004). In der vorliegenden Arbeit führte
Mefloquin (50 µM) zu einer signifikanten Reduktion der Frequenz der GABA-Wellen; dieser
Effekt war nach Auswaschen reversibel. Dieses Ergebnis stützt ebenfalls die Hypothese,
dass Gap Junctions für die Entstehung der GABA-Wellen von Bedeutung sind. Allerdings
muss beachtet werden, dass Mefloquin in der hier verwendeten Konzentration auch auf
andere Connexin-Isoformen wirkt: ab 30 µM kommt es neben der Blockade von Cx36 auch
zu einem nahezu vollständigen Block von Cx43 und zu einer signifikanten Blockade von
Cx26 und Cx32 (Cruikshank et al., 2004). Außerdem sind, wie für alle Gap Junction
Blocker, auch für Mefloquin möglicherweise unerwünschte Wirkmechanismen beschrieben:
es kann die IP3-vermittelte Ca2+-Freisetzung (EC50: 42 µM) (Lee und Go, 1996) und
die Aktivität der Acetylcholinesterase inhibieren (Lim und Go, 1986), außerdem wurde
eine Blockade von Adenosin A2A- (Weiss et al., 2003) und P2X7-Rezeptoren (1 nM)
beschrieben (Suadicani et al., 2006). Ferner kann es unter Mefloquin zu einer Inhibition
ATP-sensitiver K+-Kanäle (EC50: 3 µM) und von P-Glykoproteinen (EC50: 1-20 µM)
kommen (Pham et al., 2000).
4.3 Gap Junctions und neocorticale Synchronisation im
4-Aminopyridin-Modell
Pharmakologischer Hautpeffekt von 4-AP in Gehirnschnittpräparaten ist die Blockade
spannungsabhängiger K+-Kanäle (Spain et al., 1991a,b; Kobayashi et al., 2008; Zahn
et al., 2008). Die synchronisierte neuronale Aktivität, die bei Applikation von 4-AP unter
Blockade der glutamatergen synaptischen Transmission entsteht, wird über GABAerge
Interneurone vermittelt, wobei die größte Bedeutung GABAA-Rezeptoren zukommt
(Aram et al., 1991; Perreault und Avoli, 1992; Avoli et al., 1994, 1996; Louvel et al.,
2001; Lamsa und Taira, 2003; Avoli et al., 2003), GABAB-Rezeptoren sind für einige
Komponenten verantwortlich und haben modulierende Funktion (Benardo, 1997; Kang
et al., 1998; Kantrowitz et al., 2005; Gonzalez-Sulser et al., 2011; Panuccio et al.,
2012). Dies trifft so auch für den Neocortex zu (Aram et al., 1991; Avoli et al., 1994;
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Benardo, 1997; Louvel et al., 2001; Yang und Benardo, 2002; Keros und Hablitz,
2005; Gigout et al., 2006). Sowohl durch Ergebnisse aus mRNA-Expressionsstudien
(Szente et al., 2002;Gajda et al., 2003; Zappalà et al., 2006;Gajda et al., 2006) als auch
durch Versuche mit Gap Junction Blockern wurde elektrischen Synapsen eine bedeutende
Rolle bei der Entstehung dieser synchronisierten neuronalen Aktivität unterstellt (Ross
et al., 2000; Yang und Michelson, 2001; Traub et al., 2001; Gigout et al., 2006;
Zsiros et al., 2007; Medina-Ceja et al., 2008). Die größte Bedeutung wurde hierbei
Gap Junctions zugeschrieben, die aus Cx36 aufgebaut sind, unter anderem deshalb, weil
Cx36 das mit Abstand bedeutendste neuronale Connexin darstellt (Condorelli et al.,
1998; Teubner et al., 2000; Rash et al., 2000; Belluardo et al., 2000; Meier et al.,
2002; Willecke et al., 2002; Söhl et al., 2004). Auch Versuche mit Substanzen, die
eine spezifische Blockade von Cx36 ermöglichen sollen (z. B. Quinidin oder Mefloquin),
wiesen in diese Richtung (Gajda et al., 2005; Gigout et al., 2006; Chapman et al.,
2009). Aus der Literatur ist bekannt, dass Cx36-Knockout-Mäuse über nahezu keine
elektrischen Synapsen zwischen corticalen Interneuronen verfügen (Deans et al., 2001).
Ein weiteres Connexin, für das eine – wenn auch wesentlich geringere – Expression in
bestimmten Interneuronen und Pyramidenzellen des Neocortex nachgewiesen ist, ist Cx45
(Condorelli et al., 2003; Maxeiner et al., 2003; Söhl et al., 2004, 2005).
Dies war der Hintergrund, vor dem in der vorliegenden Arbeit Versuche zur synchro-
nisierten neocorticalen Aktivität im 4-AP-Modell am Wildtyp sowie im Cx36KO und
im Cx45KO durchgeführt wurden. Aufgrund seiner geringen Expression war für Cx45
keine wesentliche Bedeutung für die Induktion der GABA-Wellen zu vermuten. Somit
überrascht es nicht, dass sich bei den hier dargestellten Versuchen kein Unterschied in den
Parametern der GABA-Wellen zwischen Wildtyp und Cx45KO ergab. Anderes gilt für
Cx36. Hier war auf Basis der Erkenntnisse aus der Literatur zu vermuten, dass sich im
Cx36KO eine geringere Aktivität der GABA-Wellen zeigt. Überraschenderweise kam es
jedoch sowohl in extra- als auch in intrazellulären Ableitungen zu einer signifikant höheren
Frequenz der GABA-Wellen als im Wildtyp. Diese Tatsache steht in Widerspruch zu den
Ergebnissen der Versuchsreihe mit Gap Junction Blockern, die insgesamt darauf hindeuten,
dass die Blockade von Gap Junctions im Neocortex zu einer Reduktion der Frequenz
der GABA-Wellen führt. Zu diesem Widerspruch lassen sich mehrere Überlegungen
anstellen. Es ist denkbar, dass die Reduktion der Frequenz der GABA-Wellen durch Gap
Junction Blocker nicht auf der Blockade von Gap Junctions beruht, sondern auf den
vielfältigen übrigen Wirkungen, die jede der verwendeten Substanzen in der eingesetzten
Konzentration aufweist. Diese Interpretation spräche dafür, dass die Bedeutung von
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Gap Junctions für die Entstehung der GABA-Wellen im 4-AP-Modell bisher überschätzt
wurde und im Neocortex so nicht gegeben ist. Hierbei müsste der direkte Nachweis von
GABA-Wellen im Cx36KO als valider angesehen werden als der wesentlich indirektere
Hinweis aus Versuchen mit Gap Junction Blockern. Dies alleine erklärt allerdings noch
nicht, weshalb die Frequenz der GABA-Wellen durch den Knockout von Cx36 nicht nur
nicht vermindert wird, sondern im Gegenteil sogar signifikant höher liegt als im Wildtyp.
Um dies interpretieren zu können, müssen auch Amplitude und Dauer der GABA-Wellen
im Cx36KO näher betrachtet werden.
4.3.1 Connexin 36
Interessanterweise hat sich im Cx36KO eine höhere Frequenz der GABA-Wellen gezeigt
als in Wildtyp und C45KO. Betrachtet man nur den Parameter Frequenz isoliert, lässt
sich diese Erhöhung nicht sinnvoll deuten. Diese erhöhte Frequenz war allerdings in
intrazellulären Ableitungen mit einer Reduktion der Dauer, in extrazellulären Ableitungen
mit einer Reduktion der Amplitude vergesellschaftet. Es kommt im Cx36KO also zu
einer höheren Anzahl von Ereignissen, die jedoch insgesamt kleiner und kürzer sind als
in Versuchstieren, die Cx36 exprimieren. Eine Abnahme der Frequenz bei gleichzeitiger
Zunahme der Amplitude oder Dauer ist ein Hinweis auf eine zunehmende Synchronisaton
in neuronalen Netzwerken. Folglich zeigt im Umkehrschluss die Zunahme der Frequenz bei
gleichzeitiger Abnahme von Amplitude oder Dauer ein geringeres Maß an Synchronisation
im Neocortex an. Die Ergebnisse legen somit nahe, dass Cx36 für die Entstehung der
GABA-Wellen nicht essentiell ist, wohl aber für die Synchronisation der Aktivität in
neocorticalen Netzwerken eine signifikante Rolle spielt. Diese Erkenntnis lässt sich auch
gut mit einer aktuellen Arbeit von Beaumont und Maccaferri (2011) in Einklang
bringen, die im Hippocampus von Cx36-Knockout-Mäusen keine kritische Rolle von Cx36
für die Entstehung synchronisierter Entladungen finden konnten. Diese Autoren vermuten,
dass der von ihnen ebenfalls beobachtete Effekt von Carbenoxolon auf einer Blockade von
GABAA-Rezeptoren durch Carbenoxolon beruht.
Die genaue Betrachtung der Aktivität in einzelnen Zelltypen ergab, dass der Unterschied
zwischen Wildtyp und Cx36KO in Bezug auf die Frequenz auf einem Unteschied zwischen
supragranulären Pyramidenzellen, in Bezug auf die Dauer auf einem Unterschied zwischen
Interneuronen beruht. Der direkte Einfluss auf die Interneurone ergibt sich durch
deren extensive Kopplung über elektrische Synapsen. Der Wegfall der Kopplung in
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den Interneuronen hat aber offenbar auch Einfluss auf die Pyramidenzellen, die von diesen
reguliert werden. In der Literatur sind auch an anderer Stelle schon schichtspezifische
(Avoli et al., 1994; Yang und Benardo, 2002; Rheims et al., 2008) und zelltyp-
spezifische Unterschiede (DeFazio und Hablitz, 2005; Keros und Hablitz, 2005;
Ziburkus et al., 2006) für die synchronisierte neuronale Aktivität unter 4-AP beschrieben
worden. Beispielsweise wurde von Keros und Hablitz (2005) gezeigt, dass vor allem
Interneurone der Schicht I für die GABA-Wellen bedeutsam sind. Bei der Betrachtung
einzelner Neuronengruppen in dieser Arbeit muss jedoch berücksichtigt werden, dass die
Stichprobenanzahl für einen repräsentativen Vergleich nicht ausreichend ist. Auch die
Zusammenfassung der sehr heterogenen Gruppe der Interneurone kann mögliche schicht-
oder typspezifische Unterschiede innerhalb dieser Population verschleiern.
4.3.2 Connexin 45
Aufgrund seiner erheblich geringeren neocorticalen Expression im Vergleich zu Cx36 ist
für Cx45 bisher keine entscheidende Bedeutung bei der synchronisierten neocorticalen
Aktivität vermutet worden. Dies hat sich insofern bestätigt, als dass es bezüglich der
Parameter der GABA-Wellen keinen signifikanten Unterschied zwischen Cx45KO und
Wildtyp gab. Allerdings ergab die vergleichende Applikation von Carbenoxolon zwischen
Wildtyp und Cx45KO einen überraschenden Effekt: werden mittels Carbenoxolon sämtliche
Gap Junctions unselektiv blockiert, zeigt sich im Cx45KO eine reversible Zunahme von
Dauer und Amplitude der GABA-Wellen. Auch für dieses Phänomen lassen sich mehrere
Erklärungsansätze finden. Es könnte zum einen auf einen Effekt auf den astrozytären
»spatial buffer« für extrazelluläres K+ durch den Knockout von Cx45 zurückgeführt werden.
Vor dem Hintergrund, dass für C45 bis heute keine Expression in Astrozyten nachgewiesen
ist, erscheint dies allerdings eher unwahrscheinlich. Interessanter und wahrscheinlicher ist,
dass es sich hierbei um einen ersten Hinweis auf eine bisher unbekannte Bedeutung von
Cx45 in der Regulation synchronisierter neocorticaler Aktivität handeln könnte. Cx45
könnte in einer speziellen Subpopulation von Interneuronen exprimiert werden, die einer
übermäßigen Synchronisation neocorticaler Netzwerke entgegenwirkt. Die Aussagekraft
dieses Experiments ist aufgrund des geringen Stichprobenumfangs begrenzt, sollte jedoch
zu weiteren Untersuchungen in dieser Richtung Anlass geben.
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4.3.3 Mögliche Beteiligung astrozytärer Netzwerke
Die Tatsache, dass der unselektive Gap Junction Blocker Carbenoxolon sowohl im Cx36KO
als auch im Wildtyp die Aktivität der GABA-Wellen in nahezu gleicher Art und Weise
supprimiert, unterstützt zum einen die oben ausgeführte These, dass dieser Effekt nicht auf
der Blockade von elektrischen Synapsen, sondern möglicherweise in der direkten Wirkung
von Carbenoxolon auf andere Bestandteile der synaptischen Übertragung beruht. Jüngst
vermuteten Beaumont und Maccaferri (2011), dass der Effekt von Carbenoxolon auf
die synchronsierte Aktivität im Hippocampus auf eine direkten Inhibition von GABAA-
Rezeptoren zurückzuführen ist. Jedoch blockiert Carbenoxolon auch eine Vielzahl von
Connexin-Kanälen unselektiv, was eine weitere Möglichkeit eröffnet: möglicherweise
sind astrozytäre Netzwerke, die die Connexine Cx26, Cx30 und Cx43 exprimieren, an
der neuronalen Synchronisation im 4-AP-Modell beteiligt, denn die Expression dieser
Connexin-Isoformen ist im Cx36KO und Cx45KO gleichermaßen vorhanden. Auch dieser
Befund lässt sich gut mit aktueller Literatur in Einklang bringen, da sich zunehmend
zeigt, dass die Bedeutung von Astrozyten für die Regulation neuronaler Netzwerke in der
Vergangenheit generell unteschätzt worden ist und in jünster Zeit auch für die Regulation
synchronisierter Aktivität verstärkt diskutiert wird (Nedergaard et al., 2003; Tian
et al., 2005; Kang et al., 2005; Perea und Araque, 2005).
4.4 Die GABA-Wellen als chloridabhängige Vorgänge
Das in der vorliegenden Arbeit ermittelte Umkehrpotential der GABA-Wellen (−73.5 mV)
deckt sich mit aus der Literatur bekannten Bestimmungen des Umkehrpotentials in
neocorticalen Neuronen anderer Spezies. Dort wurden für den Neocortex der Ratte
Umkehrpotentiale von −72.1 bis −82.5 mV angegeben (Barkai et al., 1995; Benardo,
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mit der allgemeinen Gaskonstante R = 8.31447 J mol−1 K−1, der absoluten Temperatur
T in Kelvin, der Ionenwertigkeit z und der Faraday-Konstante F = 96485, 34 C mol−1.
Bei 28 ◦C ergibt sich mit den in dieser Arbeit verwendeten Stoffkonzentrationen für
Chlorid ein Gleichgewichtspotential ECl− = −80.2 mV. Das ermittelte Umkehrpotential
von −73.5 mV deutet somit an, dass es sich bei den GABA-Wellen am ehesten um einen
chloridabhängigen Vorgang handelt.
4.5 Reversible ektope Dauerentladung neocorticaler
Neurone in Gegenwart von 4-Aminopyridin
Ektope Aktionspotentiale unter 4-AP sind in der Literatur bereits ausführlich beschrieben
worden (Keros und Hablitz, 2005). Allerdings wurde bisher vermutet, dass es sich
hierbei um ein Phänomen handelt, das ausschließlich in Interneuronen auftritt und
Pyramidenzellen nicht betrifft. Die vorliegende Arbeit zeigt nun erstmals, dass sowohl Inter-
neurone als auch Pyramidenzellen unter 4-AP mehrfach reversible Dauerentladungen von
Aktionspotentialen zeigen können. Während die GABA-Wellen synaptischen Ursprungs
ist, scheinen diese ektopen Aktionspotentiale durch nicht-synaptischen Mechanismen
generiert zu werden, die durch eine direkte Wirkung von 4-AP auf einzelne Neurone
zustande kommen. Es handelt sich hierbei offenbar um ein seltenes Ereignis, das nur bei
6 Prozent der abgeleiteten Zellen nachgewiesen werden konnte. Da dieses Phänomen in
der Literatur bisher nicht beschrieben wurde, könnten weitere Untersuchungen zeigen, ob
es sich hierbei möglicherweise um ein Phänomen handelt, das auf den Neocortex oder die
Maus beschränkt ist.
4.6 Die GABA-Wellen: »epileptiforme« Aktivität?
In frühen Publikationen zur synchronisierten neuronalen Aktivität durch 4-AP wurden
die beobachteten Ereignisse häufig als »plötzliche, depolarisierende Verschiebung« (par-
oxysmal depolarizing shift, PDS) des Membranpotentials bezeichnet (Buckle und Haas,
1982; Kita et al., 1985). Für den charakteristischen Zeitverlauf der Aktivität wurde von
einigen Autoren der Begriff »Wellen« (waves of activity) vorgeschlagen (Bandyopadhyay
et al., 2006). In der Folgezeit hat sich in der Literatur allerdings die Bezeichnung
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»epileptiforme Aktivität« (epileptiform activity) für die unter in-vitro-Bedingungen
beobachteten Phänomene durchgesetzt (Rutecki et al., 1987; Perreault und Avoli,
1992; Avoli et al., 1994; Siniscalchi et al., 1997; Maier et al., 2002; D’Antuono et al.,
2004; Dougalis et al., 2004; Ayala und Tapia, 2005). Im in-vivo-Experiment (unter
Narkose) sprechen einige Autoren sogar nicht mehr von »epileptiformen«, sondern von
»epileptischen« Entladungen im EEG (EEG epileptic discharges) (Mora undTapia, 2005).
Darüber hinaus wird das 4-AP-Modell als »in-vivo-Epilepsiemodell« (in vivo epilepsy
model) (Gajda et al., 2006) und »in-vitro-Epilepsiemodell« (in vitro epilepsy model)
bezeichnet (Gonzalez-Sulser et al., 2011; Beaumont und Maccaferri, 2011). Frühe
Autoren hatten den Begriff »Epilepsie« noch vermieden und von »(krampf-)anfallsartigen
Entladungen« (seizure-type discharges) gesprochen (Galvan et al., 1982).
Von 4-AP ist zwar seit langem bekannt, dass es konvulsive Eigenschaften besitzt (Murray
und Newsom-Davis, 1981). Abzugrenzen ist dies aber vom Begriff »Epilepsie«, der
eine Gruppe von Erkrankungen meint, die primär klinisch diagnostiziert werden. Nach
der aktuellen Definition der »International League Against Epilepsy« (ILAE) und des
»International Bureau for Epilepsy« (IBE) ist ein cerebraler Krampfanfall ein klinisches
Ereignis (Beghi et al., 2005). Charakteristische Entladungsmuster im EEG sind hierbei
ein mögliches, bei weitem aber nicht das einzige und auch nicht das entscheidende
Element der Diagnostik. Für die Diagnose »Epilepsie« ist mindestens ein cerebraler
Krampfanfall in vivo sowie das Bestehen einer andauernden, pathologischen Veränderung
im Gehirn, die das Auftreten weiterer Anfälle begünstigt, erforderlich. Ausdrücklich nicht
hinreichend für diese Diagnose sind typische Veränderungen im EEG alleine (Beghi
et al., 2005). Nach diesen Definitionen handelt sich bei der Applikation von 4-AP
in Versuchstieren also sicherlich nicht um ein »Epilepsiemodell«; folglich kommt es
auch nicht zu »epileptischen Entladungen«. Auch der Begriff »epileptiform« muss vor
diesem Hintergrund kritisch gesehen werden. Dass die durch 4-AP in vitro ausgelösten
Ereignisse tatsächlich durch Mechanismen zustande kommen, die mit Pathogenese und
Pathophysiologie der Epilepsien in Zusammenhang stehen, ist unbewiesen. Vielmehr
könnte man die synchronisierte Aktivität von Nervenzellen unter 4-AP als korrekte
physiologische Reaktion auf einen adäquaten pharmakologischen Reiz interpretieren.
Bei tatsächlich epileptischen Anfällen spielt erwiesenermaßen auch die Synchronisation
von Nervenzellpopulationen eine Rolle. Sie ist aber weder alleiniges noch definierendes
Element. Vielmehr ist neuronale Synchronisation auch im gesunden Organismus für
zahlreiche Netzwerkleistungen des zentralen Nervensystems essentiell. Ab welchen Grad
eine Synchronisation in vitro möglicherweise »epileptiform« ist, bleibt völlig unklar.
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Der Begriff »epileptiform« stellt einen Zusammenhang zwischen der synchronisierten,
neuronalen Aktivität unter 4-AP einerseits und einer definierten Gruppe von Erkrankungen
andererseits her, der so nicht erwiesen ist. Das 4-AP-Modell hat im Rahmen der
Grundlagenforschung in der Vergangenheit und Gegenwart wertvolle Erkenntnisse über
Synchronisation und Rhythmisierung in neuronalen Netzwerken ermöglicht. In der
tatsächlichen Epilepsieforschung spielt es hingegen kaum eine Rolle. Diese Tatsache
sollte sich dann auch in einer adäquaten Terminologie widerspiegeln.
5 Zusammenfassung
In der vorliegenden Arbeit wurde durch den K+-Kanal-Blocker 4-Aminopyridin (4-AP,
100µM) unter Blockade exzitatorischer Aminosäurerezeptoren (CNQX, 10 µM; D-AP5,
10 µM) eine synchronisierte, neuronale Aktivität in neocorticalen Gehrinschnittpräparaten
der Maus in vitro ausgelöst. Diese Synchronisation wird zum größten Teil über GABAA-
und zum kleineren Teil über GABAB-Rezeptoren vermittelt, was zur Bezeichnung »GABA-
Wellen« geführt hat. Bekannt ist, dass vor allem Interneurone des Neocortex extensiv über
Gap Junctions gekoppelt sind. Gap Junctions sind aus Connexin-Untereinheiten aufgebaut.
Das bedeutendste neuronale Connexin ist Cx36; ebenfalls in Neuronen exprimiert wird
Cx45. In der Vergangenheit haben mRNA-Expressionsstudien und elektrophysiologische
Versuche mit pharmakologischen Gap Junction Blockern Hinweise auf eine herausragende
Bedeutung elektrischer Synapsen für die synchronisierte neuronale Aktivität unter 4-
Aminopyridin geliefert. Um die diesbezügliche Bedeutung von Gap Junctions direkt
zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit GABA-Wellen in Wildtyp-, Cx36-
Knockout- und Cx45-Knockout-Mäusen anhand intra- und extrazellulärer Ableitungen
von Pyramidenzellen sowie Interneuronen des Neocortex verglichen. Die Ergebnisse der
Arbeit sind im Folgenden kurz zusammengefasst:
1. Anhand von Feldpotentialableitungen über 170 Minuten konnte gezeigt werden, dass
die Synchronisation neocorticaler Netzwerke im 4-Aminopyridin-Modell im Wildtyp mit
fortschreitender Zeit zunimmt.
2. Der Vergleich von Frequenz, Amplitude und Dauer der GABA-Wellen über 30 Minuten
ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp und Cx45KO.
3. Der Vergleich von Frequenz, Amplitude und Dauer der GABA-Wellen zwischen
Wildtyp und Cx36KO über 30 Minuten ergab für den Cx36KO eine in intra- und
extrazellulären Ableitungen signifikant höhere Frequenz sowie eine in intrazellulären
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Ableitungen signifikant niedrigere Dauer und in extrazellulären Ableitungen signifikant
niedrigere Amplitude. Dies zeigt, dass der Knockout von Cx36 die Induktion der GABA-
Wellen nicht beeinträchtigt, jedoch zu einem geringeren Ausmaß an Synchronisation im
Neocortex der Maus führt.
4. Dieses geringere Ausmaß an Synchronisation im Cx36KO ist offenbar auf Unterschiede
zwischen supragranulären Pyramidenzellen und Interneuronen in diesen Genotypen
zurückzuführen.
5. Der Befund in 3. steht im Widerspruch zu Versuchen mit Gap Junction Blockern. Die
Substanzen Carbenoxolon (50µM), 1-Heptanol (2mM) und Mefloquin (50 µM) führten
zu einer signifikanten Reduktion der Frequenz der GABA-Wellen im Wildtyp. Der Effekt
von Carbenoxolon auf die Parameter der GABA-Wellen ist in Wildtyp und Cx36KO im
gleichen Ausmaß vorhanden. Von sämtlichen Gap Junction Blockern ist bekannt, dass sie
unerwünschte Wirkungen aufweisen und nur begrenzt oder gar nicht selektiv wirken. Die
vorliegende Arbeit legt somit nahe, dass die Effekte von Gap Junction Blockern auf die
synchronisierte neuronale Aktivität unter 4-Aminopyridin möglicherweise nicht auf der
Blockade elektrischer Synapsen, sondern auf anderen Mechanismen, beispielsweise einer
direkten Inhibition von GABAA-Rezeptoren, beruhen. Gap Junction Blocker sind in der
Vergagenheit möglicherweise zu unkritisch eingesetzt worden.
6. Unter Einfluss von Carbenoxolon kommt es im Cx45KO im Vergleich zum Wildtyp
zu einer signifikanten Zunahme von Amplitude und Dauer der GABA-Wellen. Damit
ergibt sich in dieser Arbeit ein erster Hinweis darauf, dass Cx45 möglicherweise in einer
speziellen Subpopulation neocorticaler Neurone exprimiert wird, die eine entscheidende
Rolle bei der Modulation synchronisierter Aktivität spielen könnte.
7. Die Amplitude der GABA-Wellen in intrazellulären Ableitungen ist eine lineare Funktion
des Membranpotentails zum Zeitpunkt ihrer Entstehung. Das Umkehrpotential der GABA-
Wellen im Neocortex der Maus lag in dieser Arbeit bei −73.40± 0.83 mV. Dies legt nahe,
dass es sich hierbei um einen chloridabhängigen Vorgang handelt.
8. Erstmals werden ektope, mehrfach reversible Dauerentladungen neocorticaler Pyrami-
denzellen und Interneurone unter 4-Aminopyridin beschrieben. Diese Dauerentladungen
sind vermutlich nicht synaptischen Ursprungs, sondern durch eine direkte Wirkung von
4-Aminopyridin auf einzelne Neuone bedingt.
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